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第１章 
 
序論 
2 
 
１．味覚 
 味覚は食物を摂取する際に生じる化学感覚の一つである。視覚や嗅覚など他
の感覚情報と共に、生物がその食物を摂食するか否かを決定する上で重要な役
割を果たす。狭義には甘味、旨味、苦味、酸味、塩味の基本 5味が味として定
義され、体性感覚の一種である辛味や渋味とは区別される。一般に、甘味や旨
味といった嗜好味は糖類やアミノ酸などのエネルギー源の存在を示すシグナル
であり、苦味や酸味といった忌避味は毒物や腐敗物の存在を示すシグナルだと
考えられている。また、塩味は生体の浸透圧調節に関わる塩の存在を示すシグ
ナルとして、低濃度では嗜好味、高濃度では忌避味として受け取られる(1)。 
 
２．味覚の動物種差 
 行動実験や電気生理学的解析により、動物種間で基本味の受容能に違いがあ
ることが明らかになってきた。例えば、人工甘味料であるアスパルテームやネ
オテームはヒト、類人猿、旧世界ザルでは嗜好されるが、新世界ザルや齧歯類
では嗜好されず、味神経応答も検出されない(2, 3)。また、非ヒト霊長類の行動
実験により、グルタミン酸ナトリウム（以下、MSG）や NaCl の嗜好閾値にも
動物種差があることが明らかになった(4)。このような味物質に対する受容能の
違いには後述する味覚受容体のリガンド受容能の違いが影響している場合があ
る。 
 
３．味覚受容体 
味物質は舌、軟口蓋、喉頭蓋などに分布する味蕾と呼ばれる小器官で受容さ
れる(1)。味蕾は 50～150個の味細胞から構成され、味細胞の先端部（味孔）に
それぞれの味質に対応した味覚受容体が発現している。近年、味覚受容体分子
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の同定が進み、甘味、旨味、苦味受容体としては Gタンパク質共役型受容体（以
下、GPCR）である T1R2/T1R3、T1R1/T1R3 (5-8)、T2Rsがそれぞれ同定され
た(9-11)。苦味受容体 T2Rs はヒトでは 26種類の存在が知られている(12, 13)。
酸味および塩味の受容にはイオンチャネル型受容体が重要な役割を果たすと考
えられており、酸味受容体としては PKD2L1/PKD1L3 が候補分子として同定さ
れた(14, 15)。一方で、低濃度塩味の受容体としてはENaCが同定されたが(16)、
高濃度塩味の受容に関わる分子は未だ明らかになっていない。 
 
４．培養細胞を用いた客観的味評価系 
 味物質と味覚受容体の相互作用を解析する手法の一つとして、培養細胞を用
いた客観的味評価系が開発された。この手法により、新規味覚修飾物質の探索
や味物質の受容メカニズムの解明がなされてきた。甘味、旨味、苦味受容体な
どの GPCRの評価系では、培養細胞に味覚受容体を安定的もしくは一過的に発
現させ、味物質添加時の受容体の活性化の強さを細胞内 Ca2＋濃度の変化量とし
て数値化するのが一般的である(17, 18)。細胞内 Ca2＋濃度の変化量の検出には、
fluo-4や fura-2などの Ca2＋感受性蛍光指示薬が広く用いられる。しかし、これ
らの蛍光指示薬を用いた蛍光検出系では、蛍光物質を含有するサンプルの測定
が困難である。そのため、ビタミン類やメーラード反応物質など様々な蛍光物
質を含む食品由来のサンプルをそのまま測定に供することはできない。また、
吸光物質、細胞毒性を有する物質、高浸透圧溶液についても評価が行えないな
どの問題点がある。 
 
５．旨味受容体 T1R1/T1R3 
 旨味は L-グルタミン酸のもたらす“うまい味”として 1907年に発見され(19)、
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その後、旨味受容体分子の同定(6)とノックアウトマウスの行動実験、電気生理
学的解析(8, 20, 21)などを経て、基本 5味の一つとして認められるようになった。
旨味感覚特有の現象として、L-アミノ酸と核酸系旨味物質との間で生じる旨味の
相乗効果が知られる。これまでに T1R1/T1R3 以外にも、mGluR1(22)、
mGluR4(23)、taste-mGluR1(24)、taste-mGluR4(25, 26)など、複数の旨味受容
体候補分子が報告されてきたが、その中でも T1R1/T1R3はアミノ酸と核酸系旨
味物質による旨味の相乗効果を媒介する重要な受容体として知られている(8, 
20, 21)。 
旨味受容体 T1R1/T1R3は 2002年にアミノ酸の味を受容する分子として同定
された(6)。T1R1/T1R3 は T1R1と T1R3の 2つのサブユニットから構成される
ヘテロダイマーであり、mGluRや calcium-sensing receptorなどと同様のClass 
C GPCRに属する(27)。Class C GPCRは、大きな細胞外領域（Venus flytrap 
domain、以下、VFTD）を有することを特徴とし、7回膜貫通領域
（seven-transmembrane domain、以下、TMD）および、VFTDと TMDをつ
なぐ小さな細胞外領域（cysteine-rich domain、以下、CRD)の 3つのドメイン
から構成される。これまでに X線結晶構造解析によりmGluRの構造が解かれ
ており、VFTDが 2つの Lobeで構成されること、リガンド結合部位が VFTD
の 2つのLobeの接合部分（蝶番部分）に存在することが明らかになった(28, 29)。
mGluRの構造を基にした分子モデリングや変異体の機能解析により、
T1R1/T1R3における L-Glu結合部位の同定も行われ、T1R1の VFTDの蝶番部
分に存在することが明らかになった(30-32)（図 1-1）。更に、核酸系旨味物質の
代表例であるイノシン酸（inosie 5’-monophosphate、以下、IMP）の結合部位
が T1R1-VFTDの入り口部分に存在することも明らかになった(31)（図 1-1B）。 
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６．甘味受容体 T1R2/T1R3 
甘味受容体 T1R2/T1R3 は Class C GPCRに属する T1R2と T1R3のヘテロ
ダイマーであり、旨味受容体 T1R1/T1R3 と T1R3 サブユニットを共通とする。
T1R1/T1R3に作用する物質がアミノ酸、核酸、人工旨味物質である S807以外
に知られていないのに対し(31)、T1R2/T1R3 は化学的性質や構造が多様な人工
および天然物質を受容する(1)（図 1-1A）。上述の通り、甘味受容能には動物種
間で違いがあるが、これに一致して、ヒト甘味受容体 hT1R2/hT1R3のアゴニ
ストであるアスパルテームやネオテームなどの人工甘味料や、ミラクリンやネ
オクリンなどの甘味修飾タンパク質、甘味抑制剤であるラクチゾールは齧歯類
の T1R2/T1R3には作用しない。このような特性を生かして、ヒト‐齧歯類キメ
ラ T1R2/T1R3の機能解析が行われ、複数の甘味物質の結合部位が同定された
(18, 33-35)。その結果、甘味物質の受容メカニズムは多様であり、T1R2および
T1R3の VFTDおよび TMDに複数のリガンド結合部位が存在することが明ら
かになった(36)。 
 
７．甘味受容体安定発現細胞 
 当研究室ではこれまでに Flp-In System（Invitrogen）を用いて、ヒト甘味受
容体 hT1R2/hT1R3 およびキメラ Gタンパク質 hG16gust44を安定発現する培
養細胞株（以下、甘味受容体安定発現細胞）を作製し、この細胞を用いること
で高感度かつハイスループットな甘味評価系の構築に成功した(17)。Flp-In 
Systemとは、配列特異的リコンビナーゼである Flpリコンビナーゼを用いて目
的遺伝子を培養細胞のゲノム中に組み込む手法である（図 1-2A）。具体的には、
ゲノム中に Flpリコンビナーゼ標的部位（FRT部位）が一箇所含まれる Flp-In 
293細胞に対し、目的遺伝子を挿入した Flp-In用発現ベクターと Flpリコンビ
6 
 
ナーゼ発現ベクターである pOG44をコトランスフェクションする。すると、ホ
スト細胞にて一過的に発現した Flpリコンビナーゼによりゲノム中の FRT部位
に目的遺伝子が挿入される。この方法を用いると、目的遺伝子がゲノム中の同
じ位置に一箇所のみ挿入された安定発現細胞株を作製することができる。発現
コンストラクトには、hT1R2、hT1R3、hG16gust44の 3つのタンパク質を同
時に発現させるために、2つのプロモーターおよび IRES配列を利用したコンス
トラクトを用いた（図 1-2B）。この甘味受容体安定発現細胞は、受容体およびキ
メラ Gタンパク質を細胞に一過的に発現させた場合に比べ、甘味物質に対する
応答性が飛躍的に向上した。その結果、一過的発現では蛍光顕微鏡を用いた Ca2+
イメージング法でしか検出できなかった僅かな細胞応答を、マイクロプレート
リーダー（FlexStation 3）でも検出することが可能となった(17)。しかし、同
様のコンストラクトで旨味受容体 T1R1/T1R3 安定発現細胞を作製しても L-ア
ミノ酸に対する応答を検出することはできていなかった。 
 
８．本研究について 
 味覚受容体の発見と機能解析技術の開発により、味物質の受容メカニズムの
解明や新規味覚修飾物質の探索が行われてきた(35, 37)。特に甘味受容体につい
ては、受容体が 1種類であること、人工甘味料に対する産業上のニーズが高い
ことなどから盛んに研究が行われてきた。一方で、旨味受容体に関する研究は
未だに報告が少ない。その理由として、世界において旨味という味質が甘味に
比べて重要視されていないことに加え、旨味評価系の構築が甘味評価系構築に
比べて難しいことが挙げられる。当研究室においても高感度な旨味評価系の構
築には成功しておらず、機能解析が十分に行えていなかった。 
 そこで、まず第２章において、従来の蛍光検出法よりも高感度かつハイスル
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ープットな旨味評価系の構築を目標に、発光検出法を用いた新規味評価系の開
発を行った。第３章では作製した旨味評価系を用いて、T1R1/T1R3 のリガンド
特異性を決定する因子の探索を行った。第４章では、茶特有のアミノ酸である
L-テアニンの旨味受容メカニズムの解明を行った。 
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図 1-1 旨味受容体 T1R1/T1R3 における L-Glu、IMPの結合モデル 
(A)T1R のリガンド結合部位のまとめ。T1R1 に作用することが知られる L-Glu、IMP は細胞
外領域（VFTD）に、S807は膜貫通領域（TMD）に結合する。Li et al., PNAS, 2009 (32)よ
り抜粋。 
(B) T1R1/T1R3-VFTD のホモロジーモデル。青色および赤色で示した残基がそれぞれ L-Glu
（黄色）および IMP（緑色）の結合に重要な残基。L-Glu は VFTD の蝶番部分の奥深くに結
合する。一方で、IMPは VFTDの入り口付近に結合する。Zhang et al., PNAS, 2008 (31)よ
り抜粋。 
A 
 
B 
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EF1-α hT1R2 I G pA CMV hT1R3 I G pA
図 1-2 甘味受容体安定発現細胞株の作製 
(A) Flp-In Systemの概要。FRT配列がゲノム中に組み込まれた細胞に対し、目的遺伝子を挿入
した Flp-In用発現ベクタ （ーpcDNA5/FRT）および Flpリコンビナーゼ発現ベクタ （ーpOG44）
を共導入すると、FRT 配列間で特異的な組み換えが起こり、目的遺伝子とハイグロマイシン耐
性遺伝子が細胞のゲノム中に挿入され発現する。Invitrogen社の説明書から抜粋、一部改変。 
(B)用いた発現コンストラクト。G: Gα16gust44、I: IRES配列。 
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第２章 
 
発光検出法を用いた高感度旨味評価系の開発
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２－１．序 
 
近年、味覚受容体発現細胞を用いた客観的味評価系は、新規味覚修飾物質の
探索や味覚修飾メカニズムの解明のために広く利用されるようになった。しか
し、旨味評価系については高感度かつハイスループットな評価系の構築が難し
く、ハイスループットアッセイの構築に成功しているグループにおいても L-Glu
よりも弱い旨味をもつ L-Asp に対する応答の検出は行えていないような状況だ
った(5)。 
一般に、味覚受容体の活性化に伴う細胞内 Ca2+濃度の変化量の検出には
fluo-4や fura-2などの蛍光 Ca2+感受性指示薬を用いた蛍光検出法が採用されて
きた。その蛍光検出法に代わる方法の一つに、Ca2+結合型発光タンパク質を用
いた発光検出法が挙げられる。Ca2+結合型発光タンパク質はアポ発光タンパク
質、発光基質である coelenterazine、酸素分子の複合体からなり、Ca2+が結合
することで高次構造変化に伴う青色瞬間発光を呈する(38, 39)。よって、予め
GPCR 及び発光タンパク質を発現させた細胞に対してリガンドを添加すると、
受容体の活性化の強さに応じた発光強度変化が生じる。この発光強度変化をマ
イクロプレートリーダーにて検出することで受容体の活性化の強さを定量化す
ることが可能となる（図 2-1）。蛍光検出系では細胞内に存在する弱い蛍光物質
による干渉が生じるのに対し、発光検出系では事実上バックグラウンドがない
状態での測定が可能であるため、蛍光検出系に比べ高いシグナル／ノイズ比を
実現することが可能である。 
Ca2+結合型発光タンパク質としては腔腸動物由来の aequorin(40, 41)、
clytin(42, 43)、obelin(44-46)、clytin-II(47)などが知られている。その中でも
aequorin は様々な GPCR アッセイで利用されてきたが(48-50)、味覚評価系へ
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導入した報告例はなかった。そこで、まずは当研究室において最も安定的かつ
強い細胞応答の検出が可能な甘味受容体安定発現細胞を用いて発光検出法の導
入検討を行い、その最適化条件を用いて旨味評価系の開発を目指すことにした。
また、食品由来のサンプルにはビタミン類やメーラード反応物質など様々な蛍
光物質が含まれており、蛍光検出法では評価が困難な場合が多い。そこで、構
築した発光検出系が蛍光物質を含むサンプルにも利用可能かという視点での検
証も行った。 
 
２－２．材料と方法 
 
材料 
aspartameおよび riboflavinはWako Chemical Co. （Osaka, Japan）より、
BCECF（2’,7’-bis-(2-carboxyethyl)-5-(and-6)-carboxyFluorescein）は
Invitrogen（CA, USA）より、coelenterazineは Promega（WI, USA）より、
coelenterazine類縁体および IMPは Sigma Aldrich （MO, USA）より購入し
た。L-glutamic acid monosodium salt は Nacalai Tesque （Kyoto, Japan）よ
り、L-alanineは Kanto Chemical （Tokyo, Japan）より購入した。蛍光検出法
用アッセイバッファーは 10mM 
4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid （HEPES）、130mM NaCl、
10mM glucose、5 mM KCl、2 mM CaCl2および 1.2 mM MgCl2で作製し、NaOH
を用いて pH 7.4 に調整した。発光検出法用アッセイバッファーは蛍光検出法用
アッセイバッファーに 0.1% bovine serum albumin （BSA, Sigma Aldrich）を
添加し作製した。それぞれのサンプルは各アッセイバッファーに希釈し、必要
に応じて NaOHまたは HClを用いて pH を 7.4に調整した。 
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各種アポ発光タンパク質発現プラスミドの作製 
apo-aequorin、apo-obelin、apo-clytin、apo-clytin-II 遺伝子は、GenScript
社の配列最適化技術 OptimumGeneTMにより哺乳類細胞用にコドンが最適化さ
れた遺伝子を購入した。得られた 4種類のアポ発光タンパク質遺伝子は、5’末端
に Kozak配列を付加し、哺乳類細胞用発現ベクターpEAK10の Asc I- Not Iサ
イトにサブクローニングした。アポ発光タンパク質のミトコンドリアへの局在
化は、cytochrome c oxidase (subunit VIII)の N末端 29アミノ酸のコード領域
をアポ発光タンパク質のコード領域上流に挿入した発現プラスミドを作製する
ことで達成した。 
 
ヒト味覚受容体発現用プラスミドの作製 
hT1R1（NCBI RefSeq number NM_138697.3）、hT1R3 （NM_152228.1）
はコード領域を polymerase chain reaction（PCR）法により overlapping primer
を用いて増幅し、5’末端に Kozak 配列を付加して、哺乳類細胞用発現ベクター
pEAK10（Edge Biosystems, MD, USA）の Asc I-Not Iサイトにサブクローニ
ングした。 
 
細胞培養および遺伝子導入 
甘味受容体安定発現細胞は 10% fetal bovine serum（FBS, Invitrogen）を含
む低グルコース濃度（1.0 g/L）Dulbecco’s modified Eagle’s medium（DMEM, 
Sigma Aldrich）を用いて、37℃、5% CO2存在下で培養した。 
HEK293T細胞は 10% FBSを含む高グルコース濃度（4.5 g/L）DMEM（Sigma 
Aldrich）を用いて、37℃、5% CO2存在下で培養した。 
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蛍光検出法 
 甘味受容体安定発現細胞を測定用 96穴プレート（96-well black-walled 
CellBIND surface plate, Corning, NY, USA）へ 90,000 cells/wellの濃度で播種
し、37℃、5% CO2存在下で培養した。24時間後、細胞をアッセイ用バッファ
ーで洗浄し、終濃度 5 μMで fluo-4AM（Dojindo laboratories, Kumamoto, 
Japan）を付加し、27℃にて 30分間遮光下静置した。再び、アッセイバッファ
ーで洗浄後、サンプル添加後の蛍光強度変化を FlexStation 3 マイクロプレート
リーダー（Molecular Devices, CA, USA）にて検出した。蛍光値の検出は励起
485 nm、検出 525 nm、カットオフ 515 nmで 2秒ごとに行い、観測開始 20秒
後に 2×濃度のサンプル溶液を等量添加し、その後 100秒間蛍光値（relative 
fluorescence units, RFU）変化をモニターした。応答は最大蛍光値と最小蛍光
値の差（ΔRFU）で示した。少なくとも 3回の独立した実験を行い、平均値を
データとして用いた。Clampfit ver. 9.2.0.09（Molecular Devices）を用いて
Hillの式よりリガンドに対する濃度応答曲線を求め、シグナル／バックグラウ
ンド比（＝最大応答強度／最小応答強度）および EC50値を算出した。 
 
発光検出法（甘味評価系） 
 甘味受容体安定発現細胞を 6穴プレートに播種し、37℃、5% CO2存在下で一
晩培養した。Lipofectamine 2000 reagent（Invitrogen）を用いてアポ発光タン
パク質発現プラスミドを遺伝子導入し、6時間後に測定用96穴プレート（96-well 
black-walled CellBIND surface plate）に 100,000 cells/wellの濃度で撒き、37℃、
5% CO2存在下で培養した。一晩培養した後、細胞を発光検出用アッセイ用バッ
ファーで洗浄し、終濃度 10 μMの coelenterazineを付加し、27℃にて 4時間遮
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光下静置した。サンプル添加後の発光強度変化は FlexStation 3 マイクロプレー
トリーダーにて検出した。発光値の検出は 1.5秒おきに行い、検出開始から 20
秒後に 2×濃度のサンプル溶液を等量添加し、その後 55秒間モニターした。検
出した発光値はスムージング（5-point moving average）を行い、曲線下面積
（AUC: area under the curve）を算出し、RLU（relative light units）として
示した。少なくとも 3回の独立した実験を行い、平均値をデータとして用いた。
Hillの式よりリガンドに対する濃度応答曲線を求め、シグナル／バックグラウ
ンド比および EC50値を算出した。 
 
発光検出法（旨味評価系） 
HEK293T細胞にLipofectamine 2000 reagentを用いてT1R1、T1R3、rG15i2
（ラットG15のC末端5アミノ酸をGi2のものに置換したキメラタンパク質）、
mt-apo-clytin-IIを遺伝子導入し、37℃、5% CO2存在下で一晩培養した。培養
液には GlutaMAX（Invitrogen）および 10% dialyzed FBS（Invitrogen）を含
む低グルコース濃度（1.0 g/L）DMEMを用いた。遺伝子導入から 48時間後に
細胞を測定用 96穴プレート（96-well black-walled CellBIND surface plate）
へ撒き、37℃、5% CO2存在下で一晩培養した。その後は、上述の甘味評価系と
同様の方法でサンプル添加時の発光強度変化の検出を行った。発光値のモニタ
ーは 110秒間行った。 
 
２－３．結果 
 
２－３－１．発光検出法を用いた甘味評価系の構築 
まずは、様々な GPCRアッセイで利用例が報告されている aequorin (48-50) 
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を用いて発光検出法の味評価系への導入を試みた。対照には fluo-4 を用いた蛍
光検出法を用い、リガンドには人工甘味料の aspartameを用いた。 
aspartame 添加時の甘味受容体発現細胞の応答を fluo-4 アッセイ（蛍光検出
系）にて検出すると、aspartame添加直後から徐々に蛍光値の上昇が認められ、
その後ベースラインまで緩やかに減少した（図 2-2A）。続いて、aequorin アッ
セイ（発光検出系）にて aspartame添加時の甘味受容体安定発現細胞の応答を
検出すると、aspartame 添加直後から徐々に発光値の上昇が認められ、その後
ベースラインまで緩やかに減少するという蛍光検出系と同様の応答値の経時変
化が認められた（図 2-2B）。両検出系で求めた aspartameに対する EC50値は、
発光検出系のとき 1.1±0.2 mM、蛍光検出系のとき 1.8±0.1 mMであり、近い
値を示した（図 2-2C および D）。このことから、発光タンパク質を用いた発光
検出法が蛍光検出法と同様に甘味受容体の活性化能の評価に利用可能であると
考えられた。シグナル／バックグラウンド比は aequorin アッセイで 2.6±0.2、
fluo-4アッセイで 12.6±0.9 であり、fluo-4アッセイの方が高かった。 
 
２－３－２．蛍光物質存在下での発光検出系の利用（甘味評価系） 
 構築した発光検出系が、蛍光物質を含むサンプルの評価にも利用可能か検証
した。ここでは、fluo-4での検出（Ex. 485 nm / Em. 525 nm）に影響を与える
蛍光物質の例として BCECFを利用した。BCECFは pH指示薬として広く利用
される蛍光色素である。 
 fluo-4アッセイの場合、10、20もしくは 40 nM BCECFを添加すると、添加
直後から BCECF濃度依存的な蛍光値の上昇が認められた（図 2-3A）。この際
に検出された蛍光値は時間が経過しても一定の値を保ったことから、甘味受容
体の活性化に伴う fluo-4の蛍光値の上昇ではなく BCECF由来の蛍光であると
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考えられた。続いて、BCECFと aspartameの混合溶液を甘味受容体安定発現
細胞へ添加したところ、BCECF由来の強い蛍光の影響で、aspartameの甘味
受容体活性化能を正しく評価することができなかった（図 2-3C, 3E）。 
 一方、aequorinアッセイで同様の検討を行った場合、10、20もしくは 40 nM 
BCECFのみの添加では BCECF濃度依存的な発光値の上昇は認められず、バッ
ファー添加時の発光値と変化がなかった（図 2-3B）。更に、BCECF と aspartame
の混合溶液を測定した場合にも、BCECF濃度によらず、aspartameのみを添
加した場合に得られる発光値と同等の値が検出された（図 2-3D）。aspartame
に対する EC50値は、aspartameのみで測定した場合 1.1±0.2 mMであったの
に対し、aspartameと 10、20もしくは 40 nM BCECFの混合溶液で評価を行
った場合もそれぞれ 1.2±0.3 mM、1.0±0.1 mM、1.1±0.2 mMであり、差が
なかった（図 2-3F）。このことから、fluo-4アッセイと比較して、aequorinア
ッセイは蛍光物質共存下でも利用可能な優れた味評価系であると考えられた。 
 
２－３－３．最適な発光タンパク質の選定 
 用いる発光タンパク質の種類により、得られる発光強度が異なることが知ら
れている。そこで今回は、aequorin、obelin、clytin、clytin-IIの 4種類の Ca2+
結合型発光タンパク質間で比較を行い、味覚受容体を用いた評価系に最適な発
光タンパク質の選定を行った。 
 各種アポ発光タンパク質（apo-aequorin、apo-obelin、apo-clytin、
apo-clytin-II）を一過的に発現させた甘味受容体安定発現細胞に対し、発光基質
coelenterazineを加え、細胞質内に発光タンパク質を形成させた。これらの細胞
を用い、aspartame添加時の発光強度を比較した。その結果、aequorinだけで
なく obelin、clytin-IIを用いた場合にも aspartame濃度依存的な発光値の上昇
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が認められた（図 2-4）。これら 3種の発光タンパク質を用いた際に得られるEC50
値に差はなかった（表 2-1）。最大発光強度を比較した場合には、clytin-IIは
aequorinよりも約 3倍高い値を示した（図 2-4）。一方で clytinを用いた場合に
は発光値の上昇は認められなかった。 
 細胞が刺激を受け、小胞体からの Ca2+放出が生じると、それに応じてミトコ
ンドリア内でも Ca2+濃度の上昇が生じることが知られている(51, 52)。この際に
生じる Ca2+濃度変化は細胞質よりもミトコンドリア内の方が大きいため、様々
な GPCRアッセイにおいて、ミトコンドリア内に局在化させた発光タンパク質
を Ca2+プローブとして利用する方法が用いられてきた(48, 53, 54)。そこで、ア
ポ発光タンパク質遺伝子のコード領域上流にミトコンドリア局在化シグナルを
挿入した発現コンストラクトを作製し、発光タンパク質をミトコンドリア内で
発現させた場合と細胞質内で発現させた場合での発光値の比較を行った。その
結果、ミトコンドリアへの局在化により、aequorin、clytin、clytin-IIで発光値
の上昇を認め、シグナルバック／グラウンド比が向上した（図 2-4、表 2-1）。ミ
トコンドリアへの局在化は EC50値には影響を与えなかった（表 2-1）。ミトコン
ドリア局在化 aequorin（以下、mt-aequorin）およびミトコンドリア局在化
clytin-II（以下、mt-clytin-II）はシグナル／バックグラウンド比が 10以上であ
り（表 2-1）、fluo-4アッセイに匹敵する値だった（図 2-2C）。以降の検討には、
最大発光強度の最も大きかったmt-clytin-IIを用いることとした。 
 
２－３－４．最適な発光基質の選定 
Ca2+結合型発光タンパク質はアポ発光タンパク質、発光基質、酸素分子から
なる複合体である。発光タンパク質の性質はアポ発光タンパク質の種類のみな
らず発光基質の種類によっても影響を受け、その光の波長や持続時間、Ca2+に
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対する親和性などに違いを生じる。そのため、発光基質 coelenterazineの類縁
体が多く合成され利用されている(55, 56)。そこでmt-clytin-IIを用いた味評価
系において最適な発光基質を選定するべく、coelenterazineおよび 8種類の
coelenterazine類縁体（coelenterazine cp、f、fcp、h、hcp、i、ip、n）間で発
光強度を比較した。結果、aspartame添加時に認められる発光値の大きさは発
光基質により異なった（図 2-5）。native coelenterazineと同様、coelenterazine 
cp、f、h、ipを用いた場合にも aspartame濃度依存的な発光値の上昇が認めら
れた（図 2-5）。そのうち、最も発光強度が大きかったのは coelenterazine fと
nativeだった。そこで、coelenterazine fよりも安価に入手が可能な native 
coelenterazineを今後も発光基質として利用することに決定した。 
 
２－３－５．食品由来の蛍光物質を含有するサンプルの評価（甘味評価系） 
 mt-clytin-IIを用いた甘味評価系で、蛍光物質を含むサンプルの評価を行った。
まずは２－３－２で行った aequorin アッセイでの検討と同様に、BCECF 共存
下で aspartame応答の検出が可能であるかを検証した。その結果、mt-clytin-II
アッセイにおいても BCECF濃度によらず aspartameに対する応答が検出され、
mt-clytin-II アッセイが蛍光物質を含むサンプルの評価に利用できることが確
かめられた（図 2-6）。 
続いて、mt-clytin-IIを用いた甘味評価系で、食品由来の蛍光物質を含むサン
プルの測定を行った。ここでは食品由来の蛍光物質の例として riboflavin
（vitamin B2）を用いた。riboflavinは fluo-4アッセイで使用される波長（Ex. 485 
nm/Em. 525 nm）で励起・検出される蛍光物質である。 
fluo-4を用いた蛍光検出系では、0.25、0.50または 1.0 μg/ml の riboflavinを
添加すると直後から riboflavin 濃度依存的な蛍光値の上昇が認められた（図
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2-7A）。この際に検出された蛍光値は時間が経過しても一定の値を保ったことか
ら、甘味受容体依存的な応答ではなく、riboflavin由来の蛍光値であると考えら
れた。この濃度の riboflavinとaspartamateの混合溶液の測定を行ったところ、
riboflavin 由来の強い蛍光により甘味受容体活性化能を評価することができな
かった（図 2-7Cおよび 2-7E）。 
一方で、mt-clytin-IIを用いた発光検出系で測定を行った場合、0.25、0.50ま
たは 1.0 μg/ml riboflavin添加時の発光値はバッファー添加時の発光値と差がな
かった（図 2-7B）。更に、riboflavinと aspartameの混合溶液の測定を行った
場合にも、riboflavin濃度によらず aspartameのみに対する応答値と同等の値
が検出された（図 2-7Dおよび 2-7F）。これらの結果から、riboflavinに甘味受
容体活性化能がないことが明らかとなった。 
以上の検討により、mt-clytin-IIを用いた発光検出系が、これまでの蛍光検出
系では評価できなかった蛍光物質を含むサンプルの測定が可能な優れた検出系
であることが確かめられた。更に、この評価系では aspartame以外の人工甘味
料や、Sucroseのように比較的弱い甘味を呈する物質に対する応答も検出可能な
ことを確認した（図 2-8）。 
 
２－３－６．旨味評価系の開発 
 甘味評価系で最適化した条件を元に、発光検出法による旨味評価系の開発を
検討した。前述の通り、Flp-In Systemによりヒト旨味受容体安定発現細胞を作
製しても、L-Glu応答を検出することはできなかった。そこで、旨味評価系の場
合には T1R1、T1R3、Gタンパク質（rG15i2）およびmt-clytin-IIを一過的に
発現させた HEK293T細胞を用いた。この一過的発現による旨味受容体発現細
胞では、fura-2を用いた Ca2+イメージング法により L-Glu応答を検出すること
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が可能だったが（図 2-9A）、応答細胞数が少なく、fluo-4アッセイにてマイクロ
プレートリーダ （ーFlexStation 3）で応答を検出することはできなかった（data 
not shown）。 
甘味評価系の方法に準じて、発光検出法により旨味受容体発現細胞の L-Glu
応答の検出を行った。その結果、FlexStation 3 を用いて L-Glu濃度依存的な発
光値の上昇を検出することができた（図 2-9B）。また、L-Gluに比べ弱い旨味を
もつ L-Aspに対する応答も検出された。 
 
２－４．考察 
 
２－４－１．発光検出法の味評価系への導入 
 本研究では、味覚受容体の活性化に伴う細胞内 Ca2+濃度の変化量の検出に
Ca2+結合型発光タンパク質を利用した発光検出法を導入することで、新しい甘
味および旨味評価系の開発に成功した。発光検出系は従来の Ca2+感受性蛍光指
示薬を用いた蛍光検出系と比べて高感度であり、かつ、蛍光を有するサンプル
にも利用可能だったことから、食品を対象とした味評価系に適した検出法であ
ると考えられた。 
 
２－４－２．Ca2+結合型発光タンパク質の最適化 
 Ca2+結合型発光タンパク質としては腔腸動物由来の aequorin(40, 41)、
clytin(42, 43)、obelin(44-46)などが知られ、これまでにも様々な GPCRアッセ
イやイオンチャネルアッセイに利用されてきた(48-50)。発光時間や強度、波長
などは発光タンパク質ごとに異なるため、作製する評価系ごとに最適な発光タ
ンパク質を選定することが重要だと考えられた。本研究では aequorin、obelin、
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clytin、clytin-IIの 4種の発光タンパク質で比較を行った。その結果、最も高い
発光値を示したのは clytin-IIだった（図 2-4）。clytin-IIは発光クラゲ Clytia 
gregariumから同定された clytinのアイソタイプである(47)。clytin-IIは clytin
や aequorinに比べ初期の発光値が約 5倍高く、シグナル／バックグラウンド比
も高いことが報告されている(47)。また、アポ発光タンパク質をミトコンドリア
へ局在化させることで、シグナル／バックグラウンド比を向上させることがで
きた（表 2-1）。ミトコンドリアへの局在化は EC50値には影響を与えなかったこ
とから、細胞質内の Ca2+濃度変化を正確に反映していると考えられた。 
 
２－４－３．蛍光物質存在下での発光検出系の利用 
食品由来のサンプルは蛍光物質を含有することが多く、従来の蛍光検出法を
用いた味評価系では食品サンプルの味覚受容体活性化能を正しく評価すること
が困難だった。本研究では、蛍光物質のモデルとして BCECFや riboflavinを
用い、発光検出系が蛍光物質共存下で利用できることを証明した（図 2-3、2-6
および 2-7）。今後、発光検出系を用いることで、riboflavinの様に従来の蛍光検
出系では評価ができなかった食品成分の味覚受容体活性化能を明らかにするこ
とが可能である。しかし、未だ解決できない問題点として、高・低浸透圧、細
胞毒性、吸光を持つサンプルの測定などが挙げられる。吸光物質の測定につい
ては、今後、ルシフェラーゼアッセイの開発などにより解決されることが期待
される。 
 
２－４－４．旨味評価系の構築 
 発光検出系の導入により、高感度かつハイスループットな旨味評価系の構築
に成功した。これまでに当研究室ではヒト旨味受容体発現細胞の L-Glu応答を
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蛍光顕微鏡を用いた Ca2+イメージング法で検出することに成功していた（図
2-9A）。しかし、L-Glu添加時に認められる細胞応答は fluo-4アッセイにてマイ
クロプレートリーダー（FlexStation 3）で検出するには微弱であり、ハイスル
ープットアッセイの構築には至っていなかった。一方で、本研究で開発した
mt-clytin-IIを用いた旨味評価系では、L-Gluよりも弱い旨味をもつ L-Aspに対
する応答をも検出可能であり、高感度かつハイスループットな有用な評価系の
構築に成功したといえる（図 2-9B）。 
今回、甘味評価系の場合には、fluo-4を用いた蛍光検出系（図 2-2C）と
mt-clytin-IIを用いた発光検出系（表 2-1、図 2-4）の間でシグナル／バックグ
ラウンド比に差が認められなかったにもかかわらず、旨味評価系の場合には発
光検出系の方が蛍光検出系よりも高感度だった。この理由の一つとして、用い
た細胞種の違いが考えられる。甘味評価系の場合は、SV40 Large T 抗原をもた
ない Flp-In 293細胞をホスト細胞として作製した甘味受容体安定発現細胞を用
いた。一方で、旨味評価系では SV40 Large T 抗原をもつ HEK293T 細胞を用
いた。これらの細胞に対し、SV40の複製開始点をもったアポ発光タンパク質発
現プラスミドを導入し一過的に発現させたため、HEK293T細胞を用いた旨味評
価系の方が、アポ発光タンパク質を高発現させることができたと考えられる。
アポ発光タンパク質発現プラスミドの導入量と発光値が比例関係にあったこと
からも（data not shown）、発光値の大きさはアポ発光タンパク質の発現量に依
存すると考えられた。 
旨味受容体の高感度ハイスループットアッセイ構築に成功しているグループ
は世界でも数が少ないため、未だ謎の多い旨味受容メカニズムの解明に本発光
検出系が役立つことと期待される。 
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図 2-1 Ca2+結合型発光タンパク質を用いた発光検出法の概念図 
Ca2+結合型発光タンパク質はアポ発光タンパク質、発光基質である coelenterazine、酸素分子
の複合体からなる。味覚受容体およびアポ発光タンパク質を発現させた培養細胞に対し、発光
基質 coelenterazineを添加すると、細胞内に発光タンパク質が形成される。この細胞に対し、
味物質を添加すると細胞内 Ca2+濃度が上昇し、発光タンパク質が高次構造変化に伴う青色瞬間
発光を呈する(38, 39)。この発光強度変化をマイクロプレートリーダーにて検出することで受容
体の活性化の強さを定量化することが可能となる。 
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図 2-2 発光検出系と蛍光検出系の比較（甘味評価系） 
(A)fluo-4 アッセイにて、甘味受容体安定発現細胞（hT1R2/hT1R3 および hG16gust44 安定発
現細胞）へ 5 mM aspartameを添加した際に得られる蛍光値の経時変化。aspartameの添加は
測定開始から 20秒目に行った。mean、n=6。 
(B)aequorinアッセイにて、甘味受容体安定発現細胞へ 5 mM aspartameを添加した際に得ら
れる発光値の経時変化。mean、n=6。 
(C, D)fluo-4アッセイ(C)もしくは aequorinアッセイ(D)を用いて得た、aspartameに対する濃
度応答曲線。mean±SEM、n=6。シグナル／バックグラウンド比は aequorinアッセイ＝2.6±
0.2、fluo-4アッセイ＝12.6±0.9。 
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図 2-3 BCECFを含むサンプルを測定した際の比較（甘味評価系） 
(A, B)fluo-4 アッセイ(A)もしくは aequorin アッセイ(B)にて、甘味受容体安定発現細胞へバッ
ファーもしくは 10、20、40 nM BCECFを添加した際に得られる応答値の経時変化。サンプル
の添加は測定開始から 20秒目に行った。mean、n=3-6。 
(C, D)fluo-4アッセイ(C)もしくは aequorinアッセイ(D)にて、甘味受容体安定発現細胞へ 5 mM 
aspartameもしくは 5 mM aspartameおよび 10、20、40 nM BCECF混合溶液を添加した際
に得られる応答値の経時変化。mean、n=3-6。 
(E, F)BCECF 共存下で fluo-4 アッセイ(E)もしくは aequorin アッセイ(F)を用いて得た、
aspartameに対する濃度応答曲線。mean±SEM、n=3-6。 
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図 2-4 発光タンパク質の比較 
各種発光タンパク質を用いた際に得られる、甘味受容体安定発現細胞の aspartameに対する濃
度応答曲線。甘味受容体安定発現細胞に各種アポ発光タンパク質を一過的に発現させた後、10 
μM coelenterazineを添加して細胞内に発光タンパク質を形成させた。mean±SEM、n=6。mt-, 
ミトコンドリア局在化。 
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図 2-5 発光基質の比較 
甘味受容体安定発現細胞に mt-apoclytin-II 発現プラスミドを導入した後、 10 μM 
coelenterazine もしくは coelenterazine 類縁体を添加し、aspartame 添加時の発光強度を検出
した。mean±SEM、n=5-6。 
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図 2-6 BCECF共存下におけるmt-clytin-IIアッセイの利用 
BCECF共存下でmt-clytin-IIアッセイを用いて得た aspartameに対する濃度応答曲線。mean
±SEM、n=6。EC50(aspartame)= 1.6±0.2 mM、EC50(aspartame＋10 nM BCECF)= 1.2±0.2 
mM、EC50(aspartame＋20 nM BCECF)= 1.4±0.2 mM、EC50(aspartame＋40 nM BCECF)= 
2.6±1.2 mM。 
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図 2-7 発光検出系と蛍光検出系の比較（甘味評価系） 
(A, B)fluo-4アッセイ(A)もしくはmt-clytin-IIアッセイ(B)にて、甘味受容体安定発現細胞へバ
ッファーもしくは 0.25、0.50、1.0 μg/ml riboflavinを添加した際に得られる応答値の経時変化。
サンプルの添加は測定開始から 20秒目に行った。mean、n=3。 
(C, D) fluo-4アッセイ(C)もしくはmt-clytin-IIアッセイ(D)にて、甘味受容体安定発現細胞へ 5 
mM aspartameもしくは 5 mM aspartameと 0.25、0.50、1.0 μg/ml riboflavinの混合溶液を
添加した際に得られる応答値の経時変化。mean、n=3。 
(E, F)riboflavin 共存下で fluo-4 アッセイ(E)もしくは mt-clytin-II アッセイ(F)を用いて得た、
aspartameに対する濃度応答曲線。mean±SEM、n=3。 
 
A B 
C D 
E F 
0
100
200
300
400
500
600
700
0 20 40 60 80 100 120
R
F
U
Time (sec)
fluo-4
Assay Buffer 0.25 μg/ml Riboflavin
0.50 μg/ml Riboflavin 1.0 μg/ml Riboflavin
0
100
200
300
400
500
600
700
0 20 40 60 80 100 120
R
F
U
Time (sec)
fluo-4
5 mM Aspartame + 0.25 μg/ml Riboflavin
+ 0.50 μg/ml Riboflavin + 1.0 μg/ml Riboflavin
0
200
400
600
800
0 20 40 60 80
R
L
U
Time (sec)
mt-clytinⅡ
Assay Buffer 0.25 μg/ml Riboflavin
0.50 μg/ml Riboflavin 1.0 μg/ml Riboflavin
0
200
400
600
800
0 20 40 60 80
R
L
U
Time (sec)
mt-clytinⅡ
5 mM Aspartame + 0.25 μg/ml Riboflavin
+ 0.50 μg/ml Riboflavin + 1.0 μg/ml Riboflavin
0
100
200
300
400
500
600
700
0.01 0.1 1 10
⊿
R
F
U
Aspartame (mM)
fluo-4
Aspartame + 0.25 μg/ml Riboflavin
+ 0.50 μg/ml Riboflavin + 1.0 μg/ml Riboflavin
0
5000
10000
15000
0.01 0.1 1 10
R
L
U
(A
U
C
)
Aspartme (mM)
mt-clytinⅡ
Aspartame + 0.25 μg/ml Riboflavin
+ 0.50 μg/ml Riboflavin + 1.0 μg/ml Riboflavin
Aspartame (mM) 
31 
 
0
5000
10000
15000
20000
0.001 0.1 10 1000
R
L
U
(A
U
C
)
(mM)
mt-clytinⅡ
Saccharin
Sucrose
図 2-8 mt-clytin-IIアッセイで測定した甘味物質に対する濃度応答曲線 
甘味受容体安定発現細胞のサッカリンおよびスクロースに対する濃度応答曲線。mean±SEM、
n=3。 
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図 2-9 蛍光または発光検出法を用いて検出したヒト旨味受容体の酸性アミノ酸応答 
(A)Ca2+イメージング法（蛍光検出法）により検出したヒト旨味受容体発現細胞の L-Glu応答。
HEK293T細胞に hT1R1、hT1R3、rG15i2を一過的に発現させ、100 mM L-Glu添加時の蛍光
強度変化を蛍光指示薬 fura-2を用いて検出した。添加前（上）と添加後（下）における fura-2
の蛍光強度比(F340/F380)を疑似カラー表示した。スケールバーは 50 μm。 
(B)発光検出法により検出したヒト旨味受容体発現細胞の L-Gluおよび L-Aspに対する濃度応答
曲線。mean±SEM、n=4。 
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表 2-1  各種発光タンパク質で測定した甘味受容体安定発現細胞の aspartame
に対する EC50値およびシグナル／バックグラウンド比。mean±SEM、n=3-6。 
 
 
 
 
Photoprotein EC50 (mM) Signal/Background 
aequorin 1.7 ± 0.9 3.9 ± 1.1 
mt-aequorin 1.5 ± 0.2 11.5 ± 1.8 
clytin - - 
mt-clytin 1.5 ± 0.2 4.9 ± 0.5 
obelin 0.8 ± 0.2 3.5 ± 0.7 
mt-obelin 1.2 ± 0.3 2.8 ± 0.4 
clytin-II 0.9 ± 0.1 6.5 ± 1.0 
mt-clytin-II 1.0 ± 0.1 12.2 ± 0.9 
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第３章 
 
旨味受容体 T1R1/T1R3のリガンド特異性を 
決定する分子メカニズムの解明 
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３－１．序 
 
旨味受容体 T1R1/T1R3は 2002年にアミノ酸の味を受容する分子として同定
された(6)。その際に、ヒト T1R1/T1R3が L-Gluに対し高感度であるのに対し、
マウス T1R1/T1R3 は L-Glu よりもその他の幅広い L-アミノ酸に対し強く応答
することが明らかとなった。しかし、この動物種間で異なるアミノ酸受容を引
き起こす分子機構は明らかになっていなかった。そこで、構築した高感度旨味
評価系を用いて、この分子メカニズムの解明を行うことにした。 
甘味受容体 T1R2/T1R3 においても動物種間で甘味物質に対する受容能に違
いがあることが知られており、ヒト‐齧歯類(18, 33-35)やヒト‐リスザル(57)
キメラ受容体の機能解析を行うことで様々な甘味物質の結合部位が明らかにさ
れてきた。一方で、旨味受容体では L-Glu 以外のアミノ酸の結合部位は明らか
になっていなかった。更に、L-Gluの結合に重要な残基として hT1R1の VFTD
の蝶番部分に位置する 5残基が同定されていたが(31)、これらの残基はすべてヒ
トとマウス間で保存されていたため、ヒトとマウスの酸性アミノ酸受容能の違
いを決定する因子がこれら 5 残基とは別に存在すると考えられた。そこで、ヒ
ト‐マウスキメラ受容体および点変異体 T1R1/T1R3 の機能解析を行うことで、
アミノ酸受容の動物種差を決定する因子を同定することとした。 
 
３－２．材料と方法 
 
材料 
L-aspartic acid sodium salt、L-glutamic acid monosodium salt、L-serine、
L-lysine monohydrochloride、L-histidine monohydrochloride monohydrate、
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L-proline、L-phenylalanineは Nacalai Tesque（Kyoto, Japan）より、
L-glutamine、L-threonine、glycine、L-alanine、L-valine、L-isoleucine、L-leucine、
L-arginine、L-asparagine monohydrate は Kanto Chemical （Tokyo, Japan）
より、L-methionineは Tokyo Chemical Industry （Tokyo, Japan）より、
coelenterazineは Promega（Madison,WI）より購入した。発光検出法用アッセ
イバッファーは 10 mM HEPES、130 mM NaCl、10 mM glucose、5 mM KCl、
2 mM CaCl2および 1.2 mM MgCl2で作製し、NaOHを用いて pH 7.4に調整し
たのち、0.1% BSA（Sigma Aldrich）を添加し作製した。それぞれのサンプル
はアッセイバッファーに希釈し、必要に応じて NaOHまたは HClを用いて pH
を 7.4に調整した。 
 
ヒト、マウス、ヒト‐マウスキメラ味覚受容体および点変異体発現用プラスミ
ドの作製 
hT1R1（NCBI RefSeq number NM_138697.3）、hT1R3（NM_152228.1）、
mT1R1（NM_031867.2）、mT1R3（NM_031872.2）、human-mouse T1R1 キ
メラ、hT1R1およびmT1R1点変異体はコード領域をPCR法によりoverlapping 
primerを用いて増幅し、5’末端に Kozak配列を付加して、哺乳類細胞用発現ベ
クターpEAK10（Edge Biosystems）の Asc I-Not Iサイトにサブクローニング
した。リガンド特異性の決定に重要な残基を同定するために下記のキメラ受容
体、１点変異体もしくは多重変異体を作製した: hVFTD-mCRD-mTMD T1R1、
mVFTD-hCRD-hTMD T1R1、hT1R1 (m.1-143) 、(m.144-178) 、(m.179-370) 、
(m.371-380) 、(m.381-497) 、(m.179-279) 、(m.280-329) 、(m.280-305) 、
(m.306-314) 、(m.315-329) 、(m.330-370) 、(m.373-375) 、(m.376-380) 、
(m.381-440) 、(m.452-472) 、(m.473-497)。hT1R1-S148N、-R151H、-A170E、
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-E174V、-R281G、-E285R、-T290A、-V298I、-A302D、-L305I、-R307T、 -H308Y、
-G311N、-R317G、-M320T、-K328Q、-M371T、-A372T、-K377E、-K379G、
-S385A、 -D435K、 -T464E、 -K460E。mT1R1 (h.1-142) 、 (h.143-177) 、
(h.178-369) 、(h.370-379)、(h.380-496)、(h.144-151)、(h.152-169)、(h.170-177)、
(h.178-218)、(h.219-278)、(h.380-391)、(h.392-422) 、(h.423-439) 、(h.460-471)。
mT1R1-N149S、-D151N、-H152R、-E171A、-V175E、-I176T、-N277S、-H279Q、
-D303A、-T308R、-T321M、-Q329K、-E378K、-G380K、-A386S、-V390A、
-E392R 、 -Q424E 、 -Y427H 、 -N430H 、 -K436D 、 -E461K 。
hT1R1-A170E/A302D/M320T/K379G 、
mT1R1-N149S/H152R/E171A/V175E/D303A/T308R/T321M/Q329K/E378K/
G380K/K436D/E461K。 
 
各種非ヒト霊長類味覚受容体および点変異体発現用プラスミドの作製 
 
本実験はすべて、京都大学霊長類研究所による“サル類の飼育管理及び使用
に関する指針（第 3版, 2010年）”に準じて行った。ゲノム DNAはアカゲザル
Macaca mulatta の場合には舌を、マントヒヒ Papio hamadryasおよびボリビ
アリスザル Saimiri boliviensisの場合には肝臓の組織の一部を proteinase K処
理して得た。データベース上のゲノム配列（macaque（NC_007858.1）、baboon 
（NW_003871134.1）、squirrel monkey（NW_003943720.1））から BLASTN 
search (58)により T1R1遺伝子のアノテーションを行い、PCR用プライマーを
設計した。設計したプライマーを用いて Tas1r1 をコードする 6つのエキソン断
片を PCR 法により増幅し、配列の確認を行った。本研究で用いた、macaque 
T1R1のアミノ酸残基P278およびM320と、baboon T1R1のアミノ酸残基P459 
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はデータベース上の配列とは 1 塩基多型により異なっていた。更に、baboon 
T1R1の P595はデータベース上ではフレームシフト変異が導入されていた。各
エキソンをコードする PCR 産物は overlapping PCR 法により全長をつなぎ、
上述の hT1R1およびmT1R1と同様の方法で pEAK10ベクターに組み込んだ。 
 
細胞培養および遺伝子導入 
HEK293T細胞は 10% FBS（Invitrogen）を含む高グルコース濃度（4.5 g/L）
DMEMを用いて、37℃、5% CO2存在下で培養した。 
 
発光検出法（旨味評価系） 
HEK293T細胞にLipofectamine 2000 reagent（Invitrogen）を用いてT1R1、
T1R3、rG15i2、mt-apo-clytin-II発現プラスミドを導入し、37℃、5% CO2存
在下で一晩培養した。培養液には GlutaMAX （Invitrogen）および 10% dialyzed 
FBS （Invitrogen）を含む低グルコース濃度（1.0 g/L）DMEMを用いた。遺伝
子導入から 48時間後に細胞を測定用 96穴プレート（96-well black-walled 
CellBIND surface plate）へ撒き、37℃、5% CO2存在下で培養した。その後は、
第２章に記載の方法と同様の方法でサンプル添加時の発光強度変化を検出した。
L-Trpと L-Tyrは溶解度が低いため測定に用いなかった。また、L-Cysはバッフ
ァー溶液中（pH7.4）で不安定だったため、測定を行わなかった。L-Argおよび
L-His溶液は pH7.4に調整する際に多量のHClもしくはNaOHの添加が必要だ
ったため、他のアミノ酸サンプル溶液に比べ高浸透圧になった。統計解析は解
析ソフト Ky Plot version 3.0.を用いて、Student’s t-testおよび one-way 
ANOVA followed by Dunnett’s test を行った。 
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Homology Modeling 
hT1R1のホモロジーモデルは鋳型に open formのmGluR1 （PDB ID: 1EWT）
を用い、MOE （Chemical Computing Group Inc.）により作製した。モデルの
可視化には Discovery Studio Visualizer （Accelrys）を用いた。 
 
３－３．結果 
 
３－３－１．リガンド特異性の決定に重要なドメインの同定 
まず、ヒトとマウスの T1R1/T1R3のアミノ酸応答パターンを比較するために、
溶解度や安定性の問題がある L-Tyr、L-Trp、L-Cysを除く 17種類のアミノ酸に
対する応答を測定した。発光検出系において 50 mM以上の L-Glu溶液を添加す
ると、味覚受容体によらない非特異的な細胞応答が検出されたため、評価に用
いるアミノ酸溶液の濃度は 50 mMまでとした。50 mMの１点濃度での応答値
を比較したところ、hT1R1/hT1R3はヒトが強い旨味を感じる L-Gluおよび
L-Aspといった酸性アミノ酸に対し強く応答した（図 3-1）。更に、hT1R1/hT1R3
は L-Ala、L-Ser、L-Gln、L-Asn、L-Arg、L-His添加時にも有意な応答値の上昇
を示した。これらのアミノ酸の中で、L-Ala、L-Ser、L-Gln、L-Asnは高濃度で
弱い旨味を呈することがヒトの官能評価試験で明らかになっている(59)。一方で、
hT1R1/hT1R3は浸透圧上昇に伴い味覚受容体によらない非特異的な細胞応答
を生じやすいことが予備検討から分かっており、L-Argおよび L-His添加時に認
められた応答値の上昇はこの 2つのサンプル溶液が他のアミノ酸溶液に比べ高
浸透圧であったことが原因である可能性が考えられた（材料の項を参照）。一方、
先行研究の結果と一致して(6)、mT1R1/mT1R3は酸性アミノ酸よりも L-Ala、
L-Ser、L-Gln などのその他の幅広いアミノ酸に対して強く応答した（図 3-1）。 
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 T1R1とT1R3のどちらのサブユニットがリガント特異性の決定に重要である
のかを調べるために、ヒトとマウスの組み合わせを入れ換えた T1R1/T1R3（す
なわち、hT1R1/mT1R3 およびmT1R1/hT1R3）のアミノ酸応答パターンを評
価した。それぞれの受容体がヒト型、マウス型どちらの応答パターンを示すの
かを明らかにするために、hT1R1/hT1R3 の代表的なアゴニストとして L-Glu、
L-Aspを、mT1R1/mT1R3の代表的なアゴニストとして L-Ala、L-Serを用いた。
その結果、hT1R1/mT1R3 は L-Alaや L-Serよりも L-Glu、L-Asp に対し強く応
答するというヒト型の応答パターンを示した（図 3-2）。このことから、アミノ
酸応答パターンの決定には T1R1サブユニットが寄与していると考えられた。
一方で、mT1R1/hT1R3 では測定した 4種すべてのアミノ酸に対し応答が認め
られなかった（図 3-2）。甘味受容体 T1R2/T1R3 の場合においても、
mT1R2/hT1R3の組み合わせでは甘味物質に対する応答が認められないとの報
告がある(33, 34)。 
 続いて、T1R1のどのドメインがリガント特異性の決定に重要であるのかを調
べるために、L-Glu結合部位が存在する VFTDをヒトとマウスで入れ替えたヒ
ト‐マウスキメラ T1R1のアミノ酸応答パターンを評価した。その結果、
hVFTD-mCRD-mTMD T1R1/mT1R3 は L-Alaや L-Serよりも L-Glu、L-Aspに
強く応答するという、hT1R1/mT1R3と同様の応答パターンを示した（図 3-3A）。
一方で、mVFTD-hCRD-hTMD T1R1/mT1R3 は酸性アミノ酸よりもその他の幅
広いアミノ酸に対し強く応答するというmT1R1/mT1R3と同様のアミノ酸応答
パターンを示した（図 3-3B）。これらの結果より、T1R1の VFTDがヒト型、
マウス型両方のアミノ酸受容に重要なドメインであると考えられた。 
 
３－３－２．リガンド特異性の決定に重要な領域の絞り込み 
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 リガンド特異性の決定に影響を与える領域をより詳細に絞り込むために、
T1R1の VFTDを 5つの領域に分けてヒト‐マウスキメラ T1R1発現プラスミ
ドを作製した（図 3-4, 3-5Aおよび 3-6A）。これらの受容体の L-Glu、L-Asp、
L-Ala、L-Ser応答を測定し、酸性アミノ酸活性（potencyもしくは efficacy）に
影響を与える領域をヒト型のアミノ酸受容に重要な領域として、L-Alaおよび
L-Ser活性に影響を与える領域をマウス型のアミノ酸受容に重要な領域として
選抜した。なお、potencyはリガンドと受容体の親和性の指標であり、potency
が異なる場合、受容体の活性化に必要なリガンド濃度に差が生じるため、濃度
応答曲線が左右に移動する（図 3-7A）。一方、efficacyはリガンドが受容体をど
れだけ活性化したかを示す指標であり、efficacyが異なる場合には、最大応答に
差が生じるため、濃度応答曲線が上下に移動する（図 3-7B）。各アミノ酸につい
て 50 mMまでの測定を行い、濃度応答曲線を得たところ、5つのキメラ受容体
のうち、hT1R1(m.1-143)および hT1R1(m.144-178)では 4種類のどのアミノ酸
に対しても応答が認められなかった（図 3-5, B-E）。これら 2つの受容体のアミ
ノ酸応答パターンを調べるために、T1R1/T1R3の positive allosteric modulator
である IMP共存下で L-Gluおよび L-Ala活性の評価を行った。その結果、両受
容体において L-Gluおよび L-Ala活性が増強され検出が可能となり、
hT1R1(m.144-178)においては L-Glu活性が L-Ala活性よりも低いことが明らか
になった（図 3-5D）。この結果より、hT1R1(m.144-178)は受容体としての機能
を保っているが、マウス型の変異導入により酸性アミノ酸の受容能が著しく低
下したと考えられた。この領域におけるmT1R1キメラ、すなわち
mT1R1(h.143-177)においては、酸性アミノ酸活性が著しく上昇し、L-Glu活性
は L-Ala活性と同程度まで増加していた（図 3-6, DおよびE）。以上の結果から、
hT1R1の 143-177番のアミノ酸残基の中に酸性アミノ酸受容に重要な残基が含
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まれていると考えられた。一方で、IMP共存下において hT1R1(m.1-143)では、
野生型 hT1R1（以下、hT1R1-WT）と同様、L-Glu活性が L-Ala活性よりも高
かった（図 3-5B）。また、mT1R1(h.1-142)の 50 mM L-Gluに対する応答は野
生型mT1R1（以下、mT1R1-WT）よりも上昇していたものの（図 3-6B）、L-Asp
応答はmT1R1-WTよりも低下していた（図 3-6C）。よって、hT1R1のアミノ
酸残基 1-142（mT1R1 のアミノ酸残基 1-143）は、酸性アミノ酸の受容に特異
的な影響を与える領域というよりも、受容体全体の構造の維持や受容体の細胞
膜表面への移行効率など、細胞の機能的発現に影響を与える領域ではないかと
推察された。 
 hT1R1(m.179-370)では、L-Alaおよび L-Ser活性が hT1R1-WT比べ上昇した
一方で、酸性アミノ酸活性は低下した（図 3-5, Fおよび G）。hT1R1(m.381-497)
では、L-Alaおよび L-Ser活性が hT1R1-WTに対し上昇した一方で、L-Asp活
性が低下した（図 3-5, Jおよび K）。これらの結果はmT1R1のアミノ酸残基
179-370番および381-497番（hT1R1のアミノ酸残基178-369番および380-496
番）の間にヒト型およびマウス型両方のアミノ酸受容に重要な残基が含まれて
いることを示唆した。これらの領域におけるmT1R1キメラ（すなわち、
mT1R1(h.178-369)およびmT1R1(h.380-496)）は、4種類のどのアミノ酸にも
応答しなかった（図 3-6, F、G、Jおよび K）。これらの受容体では IMP共存下
においてもL-Glu やL-Ala応答が検出されなかったことから（data not shown）、
これらの領域へのヒト型の変異導入がmT1R1/mT1R3の機能的な発現に影響を
与えてしまった可能性が考えられた。hT1R1(m.371-380)は hT1R1-WT に比べ、
L-Alaおよび L-Ser活性（potency）が上昇した（図 3-5, Hおよび I）。このこと
からmT1R1のアミノ酸残基 371-380番にマウス型応答に重要な残基が含まれ
ていると考えられた。更に、hT1R1(m.371-380)はmT1R1/mT1R3が高感度に
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受容する L-Alaや L-Serだけでなく、酸性アミノ酸に対しても高い活性
（potency）を示した（hT1R1-WTにおける EC50(L-Glu)=3.13±0.19 mM、 
hT1R1(m.371-380)における EC50(L-Glu)= 0.11±0.01 mM）。一方で、この領域に
対するmT1R1キメラ、すなわちmT1R1(h.370-379)では、4種すべてのアミノ
酸活性の低下が認められた（図 3-6, Hおよび I）。 
 以上の結果より、ヒト型の酸性アミノ酸受容に重要な領域として hT1R1のア
ミノ酸残基 143-177、178-369、380-496番を、マウス型の幅広いアミノ酸受容
に重要な領域としてmT1R1のアミノ酸残基 179-370、371-380、381-497番を
選択し、この部位についてより詳細に検証することにした。 
  
３－３－３．酸性アミノ酸受容に重要な残基の決定 
 ヒト型の酸性アミノ酸受容に重要な残基を決定するために、hT1R1のアミノ
酸残基 143-177、178-369、380-496番の間で更なるマウス‐ヒトキメラ T1R1
および点変異体発現プラスミドの作製を行った。これらの受容体を HEK293T
細胞に発現させ L-Glu、L-Asp、L-Ala、L-Serに対する応答パターンを評価する
ことで、酸性アミノ酸受容に重要な残基を絞り込んだ。その結果、作製した変
異体のうち、mT1R1-N149S、-H152R、-E171A、-V175E、-D303A、-K436D
の 6つの 1点変異体でmT1R1-WTに比べ L-Glu応答が上昇した（図 3-8, A-F）。
この結果は、前述のヒト‐マウスキメラ T1R1で認められた酸性アミノ酸活性
の変化（図 3-5および 3-6）に hT1R1の 6つのアミノ酸残基 Ser-148、Arg-151、
Ala-170、Glu-174、Ala-302、Asp-435が寄与していることを示唆した。これら
の 6残基が hT1R1/hT1R3 の酸性アミノ酸受容能に重要な役割を果たしている
のかを確認するために、これらの残基に対しマウス型の変異を導入した
hT1R1-1点変異体のアミノ酸応答を評価した。その結果、6つの変異体のうち
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hT1R1-A170Eおよび hT1R1-A302Dの 2つの変異体で著しく L-Glu活性が低
下し、評価を行った最大濃度（50 mM）まで L-Glu応答を検出することができ
なかった（図 3-8, Iおよび K）。hT1R1-A170Eおよび hT1R1-A302Dの L-Ala
活性は低下しなかったことから、A170Eおよび A302Dの変異導入は L-Glu活
性を選択的に低下させたと考えられた。hT1R1-E174Vおよび hT1R1-D435K
でも L-Glu活性の低下が認められた（図 3-8, Jおよび L）。D435Kの変異導入
は L-Ala活性には影響を与えなかったため（図 3-8L）、この変異導入は受容体の
機能的発現には影響を与えないと考えられた。一方で、E174Vの変異導入は
L-Gluだけでなく L-Ala活性も低下させた（図 3-8J）。よって、E174Vの変異導
入は、酸性アミノ酸特異的ではなくアミノ酸全般に対する受容に影響を与えた、
もしくは、受容体の機能的発現に影響を与えたと考えられた。hT1R1-S148Nお
よび hT1R1-R151Hは、hT1R1-WTと比較して L-Gluおよび L-Ala活性に変化
がなかった（図 3-8, Gおよび H）。以上の結果より、ヒト型の酸性アミノ酸受容
に最も決定的な残基は hT1R1の Ala-170および Ala-302（mT1R1の Glu-171
および Asp-303）であると考えられた。 
 
３－３－４．幅広いアミノ酸の受容に重要な残基の同定 
 マウス型のアミノ酸受容に重要な残基を同定するために、mT1R1のアミノ酸
残基 179-370、371-380、381-497番の間で更なるヒト-マウスキメラ T1R1およ
び点変異体発現プラスミドの作製を行った。これらの T1R1をmT1R3と共に
HEK293T細胞に発現させ、L-Glu、L-Asp、L-Ala、L-Serの 4アミノ酸に対す
る応答を測定し、L-Ala、L-Ser活性に影響を与える残基を絞り込んだ。その結
果、hT1R-R307T、-M320T、-K328Q、-K377E、-K379G、-K460Eの 6つの
hT1R1-1点変異体で、hT1R1-WTに比べ、L-Alaおよび L-Ser活性が上昇した
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（図 3-9, Aおよび B）。これらの残基がマウス型の幅広いアミノ酸に対する応答
に重要な残基かどうかを調べるために、17種類のアミノ酸に対する応答を評価
した。その結果、これら 6つの hT1R1-1点変異体では、hT1R1-WTでは応答が
検出されなかった複数のアミノ酸に対しても応答が検出された（図 3-9A）。よっ
て、これら 6残基がマウス型のアミノ酸受容に重要な残基であると考えられた。
更に、mT1R1-WTは酸性アミノ酸活性が低いにもかかわらず、これら 6つの
hT1R1-1点変異体はマウス型の変異導入により hT1R1-WTに比べ L-Glu活性
（potency）が上昇していた（図 3-9C、表 3-1）。これは、前述のキメラ受容体
hT1R1(m.371-380)で得られた結果と同様だった（図 3-5H）。これら 6つの
hT1R1-1点変異体は、hT1R3と共発現させた際にも L-Ala活性の上昇が認めら
れた（図 3-9D）。6つの変異のうち、K379Gの変異導入がアミノ酸活性（potency）
を最も大きく増加させた（図 3-9, A-D）。しかし、これらの残基に対応する
mT1R1-1点変異体の中で L-Ala活性が低下したのはmT1R1-T321Mのみであ
り、mT1R1-G380Kの L-Ala活性の低下は認められなかった（図 3-9E）。以上
の結果より、マウス型の幅広いアミノ酸に対する受容能はこれら 6つの残基を
含む複数の残基により獲得されると考えられた。 
  
３－３－５．T1R1のリガンド特異性を決定する 2つの因子 
 ヒト型またはマウス型のアミノ酸受容に重要だった計 12個の残基を
hT1R1-VFTDの分子モデル上にマッピングした（図 3-10A）。分子モデルは
mGluR1を鋳型にして作製した。ヒト型の酸性アミノ酸受容に重要な 6残基の
うち、Ser-148、Arg-151、Ala-170、Glu-174、Ala-302の 5つの残基は、先行
研究で同定された L-Glu結合部位を構成する残基の近傍に位置していた（図 1-1, 
3-10A）。特に、hT1R1/hT1R3 の酸性アミノ酸受容に決定的な影響を与えた 2
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残基（Ala-170および Ala-302）は L-Glu結合部位の端に上下対になって存在し
ていた。残りの 1残基（Asp-435）は蝶番部分の外側に位置していた。 
 一方で、マウス型の幅広いアミノ酸の受容に重要な 6残基はすべて、既知の
L-Glu結合部位（オルソステリック部位）から離れた位置に存在していた（図
3-10A）。6つの残基のうち 4残基（Arg-307、Lys-377、Lys-379、Lys460）は
VFTDの入り口近傍に存在する IMP結合部位(31)よりも更に外側に位置してい
た。それ以外の、Met-320は下の lobeの内部に位置し、Lys-328は蝶番部分の
外側に位置していた。ここで、L-Alaや L-SerなどのmT1R1/mT1R3 が感度良
く受容するアミノ酸が既知の L-Glu結合部位に結合するのか、もしくは、今回
新たに同定したオルソステリック部位から離れた残基に結合して受容されるの
かを検証した。L-Glu結合能を消失することが知られていたオルソステリック部
位の Ala変異体（hT1R1-S172Aおよび-E301A）(31)のアミノ酸応答を測定し
たところ、両変異体とも L-Gluだけでなく L-Alaや L-Ser受容能を消失するこ
とが分かった（図 3-11）。よって、L-Glu以外のアミノ酸も T1R1の蝶番部分に
存在するオルソステリック部位に結合し受容されると考えられた。今回同定し
た 6残基に対してマウス型の変異を導入した hT1R1が、mT1R1 が感度良く受
容するアミノ酸だけでなく、酸性アミノ酸に対する活性も上昇させたという結
果と合わせて考えると（図 3-9C）、マウス型のアミノ酸受容に重要な残基は L-
アミノ酸の結合ではなく、受容体全体の活性調節に関わる残基だと推察された。 
 マウス型のアミノ酸受容に重要な 6残基のうち 4残基が既知の IMP結合部位
近傍に位置していたため（図 3-10A）、これらの残基が IMPと同様のメカニズ
ムで受容体の活性を調節している可能性が考えられた。IMPは T1R1-VFTDの
入り口側に結合し、負に帯電したリン酸基が近傍の T1R1の正電荷をもつ残基
を引き付けることでT1R1の closed-conformationの安定化をもたらすと考えら
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れている(31)。そのため、IMP結合部位の一方の lobeに逆電荷の変異を導入し
た 1点変異体 hT1R1-H308Eでは、IMPによる closed-conformationの安定化
を模倣して hT1R1-WTに比べ受容体の活性が上昇し、かつ、IMPによる受容体
の活性化能は消失することが知られている(31)（図 3-12B）。そこで、本研究で
同定した幅広いアミノ酸に対する活性が上昇した 6つの hT1R1-1点変異体にお
いて、IMP添加効果を調べたところ、すべての変異体で IMPの受容体活性化能
が保たれていた（図 3-12）。以上の結果から、本研究で同定したマウス型の幅広
いアミノ酸の受容に影響を与える残基は IMPとは異なるメカニズムで受容体の
活性を調整していると考えられた。 
 
 ここまでの変異体実験と分子モデリングで得られた結果から、T1R1のリガン
ド特異性が 1)オルソステリック部位の残基により決定される「アミノ酸選択性」
と 2)非オルソステリック部位の残基により調整される「受容体の活性の強さ」
の 2つの因子の組み合わせで決定されるという仮説が得られた。この仮説を検
証するために、2つの因子に寄与する残基の多重変異体を作製し、hT1R1と
mT1R1のアミノ酸応答パターンを入れ替えることが可能か検証した。まず、
hT1R1の酸性アミノ酸受容に決定的な 2残基（Ala-170および Ala-302、図 3-8）
および幅広いアミノ酸の受容に重要な 2残基（Met-320および Lys-379、図 3-9）
にマウス型の変異を導入した hT1R1-4 重変異体の応答を評価した。その結果、
hT1R1-A170E/A302D/M320T/K379G は酸性アミノ酸よりもその他の様々なア
ミノ酸に対し強い応答を示すというmT1R1-WTと同様の応答パターンを示し
た（図 3-13A）。続いて、酸性アミノ酸受容に重要な 6残基および幅広いアミノ
酸の受容に重要な 6残基すべてに対しヒト型の変異を導入したmT1R1-12重変
異体の応答を評価した。その結果、mT1R1-12重変異体は評価した 17アミノ酸
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の中で L-Gluに対して最も強い応答を示すという hT1R1-WTと同様の応答パタ
ーンを示した（図 3-13B）。以上の結果から、上述の 2つの因子が T1R1/T1R3
のリガンド特異性を決定するという仮説が裏付けられた。 
 
３－３－６．非ヒト霊長類 T1R1を用いた検証 
 非ヒト霊長類を用いた行動実験により、霊長類の中でも L-Gluに対する感度
に差があることが知られている(4)。T1R1のリガンド特異性の決定に重要な残
基の違いが、非ヒト霊長類 T1R1/T1R3のアミノ酸受容能に違いをもたらしてい
るのではないかと考え、これまでに同定した 12個のアミノ酸残基およびアミノ
酸応答パターンの比較を行った。検討に用いたのは旧世界ザル 2種（アカゲザ
ルMacaca mulatta およびマントヒヒ Papio hamadryas）および新世界ザル 1
種（ボリビアリスザル Saimiri boliviensis）である。 
 アカゲザル T1R1では、ヒトおよびマウス T1R1においてリガンド特異性の
決定に重要だった 12残基のうち、10残基が hT1R1と同一であり、残り 2残基
も hT1R1と性質の近いアミノ酸残基だった（図 3-14A）。実際にmT1R3と組
み合わせてアミノ酸応答の評価を行ったところ、L-Ala活性よりも L-Glu活性が
高いという hT1R1と同様の傾向を示した（図 3-14, Bおよび C）。マントヒヒ
T1R1は 12残基のうち、320番のアミノ酸残基以外はすべてアカゲザル T1R1
と同一であり、320番がmT1R1と同様の Thr残基だった（図 3-14A）。配列情
報から推察された通り、マントヒヒ T1R1/mT1R3 は L-Ala活性よりも L-Glu活
性が高いという hT1R1と同様の傾向を示した（図 3-14, Bおよび D）。更に、マ
ントヒヒ T1R1はアカゲザル T1R1よりも高い L-Gluおよび L-Ala活性を示し
た。アカゲザル T1R1の 320番のMet残基をマントヒヒ T1R1と同様の Thr残
基に置換したところ、L-Glu活性、L-Ala活性ともにアカゲザル T1R1-WTに比
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べ上昇した（図 3-14C）。この結果から、マントヒヒ T1R1の高い受容体活性に
Thr-320が貢献していることが示唆された。 
 一方で、リスザル T1R1は 12残基のうち 5残基がmT1R1と同一の残基だっ
た（図 3-14A）。特に、酸性アミノ酸の受容に決定的な影響を与える 302番が
mT1R1と同じく Asp残基だった。更に、幅広いアミノ酸受容に重要な 6残基
のうち 3残基がmT1R1 と同一で、379番もmT1R1と同様に電荷を持たない残
基（Thr-379）だった。これらの配列情報から予測された通り、リスザル T1R1
の L-Glu活性は hT1R1-A302D変異体と同程度に低く（図 3-14E）、一方で、L-Ala
活性（potency）は評価を行った 4種の霊長類 T1R1の中で最も高かった（図 3-14, 
B-E）。 
 以上の結果から、本研究で同定した 12個のアミノ酸残基はヒトとマウスの
T1R1/T1R3のみならず様々な動物種の受容体において、リガンド特異性の決定
における重要な役割を果たしていると考えられた。 
 
３－４．考察 
 
 第３章では旨味受容体 T1R1/T1R3のリガンド特異性を決定する因子を明ら
かにした。変異体実験および分子モデリングにより、ヒト型の酸性アミノ酸受
容とマウス型の幅広いアミノ酸受容は T1R1の VFTD上に存在する異なる残基
により調整されることが明らかとなった。 
 
３－４－１．オルソステリック部位で決定されるヒト型の酸性アミノ酸受容能 
 変異体の機能解析と分子モデリングを用いた先行研究によって、ヒト 
T1R1/T1R3の L-Glu結合部位がT1R1-VFTDの蝶番部分に存在することが明ら
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かになっていた(30, 31, 60)。しかし、ヒト T1R1/T1R3が高い L-Glu活性を有
する理由は明らかになっていなかった。本研究では、更なる T1R1/T1R3 の機能
解析を行うことで、新たに酸性アミノ酸の受容に寄与する 6つの残基を同定し
た（Ser-148、Arg-151、Ala-170、Glu-174、Ala-302、Asp-435）。これら 6残
基のうち、Asp-435を除く 5つの残基は既知の L-Glu結合部位が存在する
T1R1-VFTDの蝶番部分に存在していた。更に、mGluR1において T1R1の
Ser-148、Arg-151、Ala-170、Ala-302に相当する残基は、L-Gluの結合に関わ
ることが報告されている(30, 61)。このことから、酸性アミノ酸に対する活性は
主にオルソステリック部位の残基の性質で決定されると考えられた。オルソス
テリック部位における hT1R1とmT1R1の違いとして特筆すべきものに電荷の
違いが挙げられる。hT1R1とmT1R1では重要な 6残基のうち 4残基で電荷が
異なっていた（h/m; Ala-170/Glu-171、Glu-174/Val-175、Ala-302/Asp-303、
Asp-435/Lys-436）（図 3-10B）。これら 6残基に対して作製した hT1R1-1点変
異体の中でも、電荷の変化をもたらす 4つの変異体（hT1R1-A170E, -E174V, 
-A302Dおよび-D435K）の方が電荷の変化を生じない 2つの変異体
（hT1R1-S148Nおよび-R151H）に比べ L-Glu活性に与える影響が大きかった
（図 3-8, G-L）。特に、hT1R1の L-Glu活性に決定的な影響を与えた Ala-170
および Ala-302（mT1R1における Glu-171および Asp-303）はオルソステリッ
ク部位の端に上下対になって存在していた（図 3-10A）。mGluR1において
hT1R1-Ala-170に相当する残基のmGluR1-Ser-186は L-Glu結合時に L-Gluの
遠位カルボキシル基と水分子を介して相互作用することが明らかになっている
(28, 61)。更に、hT1R1-Ala-302に相当するmGluR1-Gly-319もまた L-Gluの
遠位カルボキシル基近傍に位置することが知られている(61, 62)。mT1R1はこ
れら 2残基が酸性アミノ酸残基であるため、L-Gluの遠位カルボキシル基と
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T1R1間で静電的反発が生じ、酸性アミノ酸受容能が低くなっていると考えられ
た。 
 
３－４－２．非オルソステリック部位により決定されるマウス型の幅広いアミ
ノ酸受容能 
 これまで、L-Glu以外のアミノ酸の受容メカニズムは明らかになっていなかっ
た。本研究ではマウス型の幅広いアミノ酸受容に関わる残基を 6残基同定した
（図3-9）。これらの6残基をT1R1-VFTDの分子モデル上にマッピングすると、
オルソステリック部位とは異なる位置に存在することが明らかとなった（図
3-10A）。T1Rファミリーはオルソステリック部位だけではなく、複数のリガン
ド結合部位を有することが知られている(63)。よって、今回同定した残基が今ま
で知られていなかった別のアミノ酸結合部位を構成している可能性も考えられ
た。しかし、これらの残基に対するマウス型の変異導入はmT1R1/mT1R3 が高
感度に受容するアミノ酸だけでなく、オルソステリック部位に結合する L-Glu
の活性も変化させた（図 3-9C）。更に、オルソステリック部位を構成する残基の
Ala変異体（hT1R1-S172Aおよび hT1R1-E301A）において、L-Gluだけでな
く L-Alaや L-Ser活性の低下が認められた（図 3-11）。S172Aおよび E301Aの
変異導入は、hT1R1の膜貫通領域（TMD）に作用する化合物 S807 に対する活
性には影響を与えないため(31)、変異導入により受容体の機能的発現が損なわれ
たために応答が低下したのではなく、オルソステリック部位に結合するリガン
ドの活性が特異的に低下したものと考えられた。よって、L-Ala や L-Serなどの
L-Glu以外のアミノ酸もオルソステリック部位に結合すると考えられた。このこ
とから、本研究で同定したマウス型の幅広いアミノ酸応答に影響を与えた残基
は L-Alaや L-Serなどの結合に寄与する残基ではなく、受容体の活性調節に影響
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を与える残基だと推察された。つまり、mT1R1/mT1R3 は受容体自体の活性が
高いために様々なアミノ酸に対し高い受容能を示すのだと考えられた。これら
の残基が受容体の活性を調整するメカニズムとして、少なくとも下記の 2つの
可能性が考えられた。残基の性質の違いが、１）オルソステリック部位におけ
るリガンド（L-アミノ酸）の結合・解離定数に影響を与える場合（affinity 
modulation）、もしくは、２）オルソステリック部位にアミノ酸が結合した後の
シグナル伝達に影響を与える場合（efficacy modulation）である。Zhan らは、
T1Rの VFTDの入り口付近に存在する“pincer残基”が、lobe-lobe間もしく
は lobe-enhancer間の相互作用に影響し、VFTDの closed conformationを安定
化させると提唱した(31)。例えば、IMPによる受容体の活性化は、T1R1-VFTD
の上下の lobeに存在する正電荷をもつ pincer残基と負電荷をもつ IMPのリン
酸基が引き合い、T1R1-VFTDの closed conformationが安定化することで誘導
されると考えられている(31)。それゆえ、片側の lobeの pincer残基に電荷を正
から負に換える変異（H308E）を導入すると、IMPによる修飾作用を模倣した
かのように、L-Glu活性（potencyおよび efficacy）の上昇が生じ、一方で IMP
による L-Glu活性の増強効果は消失する(31)（図 3-12B）。ところが、本研究で
作製した 6つの活性型変異体（hT1R-R307T、-M320T、-K328Q、-K377E、
-K379G、-K460E）は、IMPによる L-アミノ酸活性の増強効果を保っていた（図
3-12）。この結果から、マウス型の幅広いアミノ酸受容に関わる 6残基は IMP
による活性化メカニズムとは異なるメカニズムで受容体の活性調節を行ってい
ると推察された。Rouraらは、分子モデリングをもとに hT1R1の Arg-307がア
ミノ酸認識に重要な残基であることを指摘し、齧歯類 T1R1ではこの位置に塩
基性アミノ酸残基（Arg残基）ではなく中性残基（Thr残基）が存在するために、
オルソステリック部位に幅広い種類のアミノ酸が侵入し、作用することができ
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るのではないかと考察している(60)。実際に、本研究で同定した 6 残基のうち、
VFTDの表面上に存在する 5つすべての残基において hT1R1とmT1R1で電荷
が異なっていた（h/m; Arg-307/Thr-308、Lys-328/Gln-329、Lys-377/Glu-378、
Lys-379/Gly-380、Lys-460/Glu-460）。これらの残基による受容体の活性調節の
直接の原因を明らかにすることはできなかったが、T1R1のリガンド特異性の決
定には、オルソステリック部位だけでなく、非オルソステリック部位の静電的
な特性も大きく寄与すると考えられた。一方で、下側の lobe内部に存在してい
た残基（h/m; Met-320/ Thr-321）においては hT1R1とmT1R1 間で電荷の違い
はなかった（図 3-10）。以上の結果から、非オルソステリック部位の残基の様々
な性質の違いが、T1R1/T1R3 のリガンド特異性の決定に影響を与えうると結論
付けられた。 
 
３－４－３．T1R1/T1R3 のリガンド特異性を決定する因子 
 多重変異体の機能解析により、T1R1/T1R3 のリガンド特異性が１）オルソス
テリック部位の残基により決定される「アミノ酸選択性」、および２）非オルソ
ステリック部位の残基により調整される「受容体の活性の強さ」の 2つの因子
の組み合わせで決定されるという仮説が裏付けられた（図 3-13）。更に、この仮
説がヒトとマウスだけでなく、3種の非ヒト霊長類 T1R1においても適応可能で
あることが確認された（図 3-14）。一方、hT1R1/mT1R3 の活性が hT1R3/hT1R3
よりも高いことから（図 3-8, 3-14B）、受容体の活性調節に関わる残基は T1R3
を含む様々な部位に存在すると考えられる。T1R1/T1R3はオルソステリック部
位および非オルソステリック部位の両方の性質の違いにより、リガンドを多様
化させているのだと考えられた。 
 近年、T1Rファミリーおよびその下流シグナル伝達因子（Gαgust、PLCβ2、
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TRPM5）が口腔内に限らず体中の様々な組織に分布していることが明らかにな
った(64-66)。味覚組織以外に発現する T1R1/T1R3 の機能は未だ明確になって
いないが、動物種間のアミノ酸受容能の違いは味受容に留まらず様々な生理現
象に影響を及ぼす可能性が考えられる。我々ヒトの T1R1/T1R3 が酸性アミノ酸
受容に特化したのは何故だろうか。本研究では、ヒト T1R1/T1R3が酸性アミノ
酸受容に特化した仕組みを明らかにすることができた。今後、この成果が
T1R1/T1R3のリガンド多様性をもたらした進化的・生理的意義を明らかにする
ための切り口になることが期待される。
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図 3-1 ヒト及びマウス旨味受容体のアミノ酸応答パターン 
HEK293T細胞に hT1R1/hT1R3もしくはmT1R1/mT1R3および rG15i2、mt-apo-clytin-IIを
一過的に発現させ、各 50 mMアミノ酸溶液添加時の発光強度変化を検出した。mean±SEM、
n=6。*, p<0.05 for hT1R1/hT1R3、†, p<0.05 for mT1R1/mT1R3 vs. Buffer（one-way ANOVA 
followed by Dunnett’s test）。 
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図 3-2 T1R1/T1R3のアミノ酸応答パターンを決定するサブユニットの同定 
HEK293T細胞に hT1R1/mT1R3もしくはmT1R1/hT1R3および rG15i2、mt-apo-clytin-IIを
一過的に発現させ、各 50 mMアミノ酸溶液添加時の発光強度変化を検出した。mean±SEM、
n=6。*, p<0.05 vs. Buffer（one-way ANOVA followed by Dunnett’s test）。 
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図 3-3 T1R1/T1R3のアミノ酸応答パターンを決定するドメインの探索 
HEK293T 細胞に hVFTD-mCRD-mTMD T1R1/mT1R3(A)もしくは mVFTD-hCRD-hTMD 
T1R1/mT1R3(B)および rG15i2、mt-apo-clytin-IIを一過的に発現させ、各 50 mMアミノ酸溶
液添加時の発光強度変化を検出した。mean±SEM、n=5-6。*, p<0.05 vs. Buffer（one-way 
ANOVA followed by Dunnett’s test）。 
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図 3-4 hT1R1とmT1R1の VFTDにおけるアミノ酸配列のアライメント 
作製したヒト‐マウスキメラの境界部を矢尻で、先行研究(31)により同定された L-Gluの結合に
重要な残基（Thr-149、Ser-172、Asp-192、Tyr-220、Glu-301）を黄色で示した。 
 
hT1R1 1 MLLCTAR-LVGLQLLISCCWAFACHSTESSPDFTLPGDYLLAGLFPLHSG 49
mT1R1 1 MLFWAAHLLLSLQLAVAYCWAFSCQRTESSPGFSLPGDFLLAGLFSLHAD 50
hT1R1 50 CLQVRHRPEVTLCDRSCSFNEHGYHLFQAMRLGVEEINNSTALLPNITLG 99
mT1R1 51 CLQVRHRPLVTSCDRSDSFNGHGYHLFQAMRFTVEEINNSTALLPNITLG 100
hT1R1 100 YQLYDVCSDSANVYATLRVLSLPGQHHIELQGDLLHYSPTVLAVIGPDST 149
mT1R1 101 YELYDVCSESSNVYATLRVLAQQGTGHLEMQRDLRNHSSKVVALIGPDNT 150
hT1R1 150 NRAATTAALLSPFLVPMISYAASSETLSVKRQYPSFLRTIPNDKYQVETM 199
mT1R1 151 DHAVTTAALLSPFLMPLVSYEASSVILSGKRKFPSFLRTIPSDKYQVEVI 200
hT1R1 200 VLLLQKFGWTWISLVGSSDDYGQLGVQALENQATGQGICIAFKDIMPFSA 249
mT1R1 201 VRLLQSFGWVWISLVGSYGDYGQLGVQALEELATPRGICVAFKDVVPLSA 250
hT1R1 250 QVGDERMQCLMRHLAQAGATVVVVFSSRQLARVFFESVVLTNLTGKVWVA 299
mT1R1 251 QAGDPRMQRMMLRLARARTTVVVVFSNRHLAGVFFRSVVLANLTGKVWIA 300
hT1R1 300 SEAWALSRHITGVPGIQRIGMVLGVAIQKRAVPGLKAFEEAYARADKKAP 349
mT1R1 301 SEDWAISTYITNVPGIQGIGTVLGVAIQQRQVPGLKEFEESYVQAVMGAP 350
hT1R1 350 RPCHKGSWCSSNQLCRECQAFMAHTMPKLKAFSMSSAYNAYRAVYAVAHG 399
mT1R1 351 RTCPEGSWCGTNQLCRECHAFTTWNMPELGAFSMSAAYNVYEAVYAVAHG 400
hT1R1 400 LHQLLGCASGACSRGRVYPWQLLEQIHKVHFLLHKDTVAFNDNRDPLSSY 449
mT1R1 401 LHQLLGCTSGTCARGPVYPWQLLQQIYKVNFLLHKKTVAFDDKGDPLGYY 450
hT1R1 450 NIIAWDWNGPKWTFTVLGSSTWSPVQLNINETKIQWHGKDNQVPKSV 496
mT1R1 451 DIIAWDWNGPEWTFEVIGSASLSPVHLDINKTKIQWHGKNNQVPVSV 497
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図 3-5 ヒト-マウスキメラ T1R1のアミノ酸応答の評価 
(A)ヒト-マウスキメラ T1R1のコンストラクトの模式図。hT1R1の配列を緑色、mT1R1の配列
を紫色で示した。例えば、hT1R1(m.1-143)はアミノ酸残基 1-143番がmT1R1の残基から、残
りの残基が hT1R1 の残基から構成される。アミノ酸配列のアライメントは図 3-8B に示した。
(B-K)各ヒト-マウスキメラ T1R1/mT1R3発現細胞の L-Gluおよび L-Ala(B、D、F、H、J)もし
くは L-Aspおよび L-Ser(C、E、G、I、K)に対する濃度応答曲線。 
mean±SEM、n=5-6 
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図 3-6 マウス‐ヒトキメラ T1R1のリガンド特異性の評価 
(A)マウス‐ヒトキメラ T1R1のコンストラクトの模式図。hT1R1の配列を緑色、mT1R1の配
列を紫色で示した。アミノ酸配列のアライメントは図 3-8Bに示した。 
(B-K)各マウス‐ヒトキメラ T1R1/mT1R3 発現細胞の L-Glu および L-Ala(B、D、F、H、J)も
しくは L-Aspおよび L-Ser(C、E、G、I、K)に対する濃度応答曲線。 
mean±SEM、n=5-6。 
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図 3-7 potencyと efficacy 
受容体アッセイにおける濃度応答関係を模式的に示した。 
(A) potency（用量効果）はリガンドと受容体の親和性の指標である。potency が異なる場合、
受容体の活性化に必要なリガンド濃度に差が生じるため、濃度応答曲線は左右にずれる。 
(B) efficacy（最大効力）はリガンドが受容体をどれだけ活性化したかを示す指標である。efficacy
が異なる場合、最大応答に差が生じるため、濃度応答曲線は上下にずれる。 
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図 3-8 酸性アミノ酸受容に重要な残基 
(A-F)mT1R1-1点変異体発現細胞の L-Gluおよび L-Alaに対する濃度応答曲線。 
(G-L)hT1R1-1点変異体発現細胞の L-Gluおよび L-Alaに対する濃度応答曲線。 
mean±SEM、n=6-7。*, p<0.05 for L-Glu responses; †, p<0.05 for L-Ala responses（one-way 
ANOVA followed by Dunnett’s test）。 
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図 3-9  幅広いアミノ酸受容に重要な残基 
(A)hT1R1-1 点変異体発現細胞のアミノ酸応答パターン。HEK293T 細胞に hT1R1-1 点変異体、
mT1R3および rG15i2、mt-apo-clytin-IIを一過的に発現させ、各 50 mMアミノ酸溶液添加時の発
光強度変化を検出した。 
(B-E) hT1R1またはmT1R1-1点変異体発現細胞の L-Gluおよび L-Alaに対する濃度応答曲線。 
mean±SEM、n=6-7。*, p<0.05 vs. Buffer（one-way ANOVA followed by Dunnett’s test）。 
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図 3-10 T1R1のリガンド特異性の決定に寄与する残基 
(A)hT1R1 の VFTD の分子モデル。蝶番部分が右側、入り口部分が左側。本研究で同定した酸
性アミノ酸の受容に重要な 6残基を緑色（Ser-148、Arg-151、Glu-174、Asp-435）もしくは水
色（Ala-170、Ala-302）、幅広いアミノ酸に対する応答に重要な 6 残基（Arg-307、Met-320、
Lys-328、Lys-377、Lys-379、Lys-460）を紫色で示した。先行研究(31)により同定された、L-Glu
の結合に重要な残基（Thr-149、Ser-172、Asp-192、Tyr-220、Glu-301）を黄色、IMPの結合
に重要な残基（His-71、Arg-277、Ser-306、His-308）を赤色で示した。 
(B)hT1R1とmT1R1の VFTDのアミノ酸配列アライメント。残基の配色は(A)と同様にした。 
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図 3-11 L-Glu結合部位における Ala変異体のアミノ酸応答 
HEK293T 細胞に hT1R1-1 点変異体、mT1R3 および rG15i2、mt-apo-clytin-II を一過的に発
現させ、各 50 mMアミノ酸溶液添加時の発光強度変化を検出した。mean±SEM、n=4。 
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図 3-12 IMP結合部位における活性型変異体（hT1R1-H308E）との比較 
(A)幅広いアミノ酸応答に重要な残基における hT1R1-1 点変異体の IMP活性。HEK293T細胞
に hT1R1-1点変異体、hT1R3、rG15i2およびmt-apo-clytin-IIを一過的に発現させ、L-Alaも
しくは L-Glu 溶液添加時の発光強度変化を IMP 存在下あるいは非存在下で測定した。用いた
L-Glu濃度は 1 (WT)、0.1 (R307T)、0.2 (M320T、K328Q、K377E、K460E)、0.01 (K379G) mM。
L- Ala濃度は 15 (WT)、5 (R307)、10 (M320T、K328Q、K377E、K460E)、1 (K379G) mM。 
*p<0.05 for L-Glu, †p<0.05 for L-Ala vs. - IMP（Student’s t-test）。. 
(B)IMP結合部位における変異体（H308E）と幅広いアミノ酸応答に重要な残基における変異体
（R307T）の IMP活性の比較。各 hT1R1変異体をmT1R3、rG15i2、mt-apo-clytin-IIと共発
現させ、L-Glu に対する濃度応答曲線を 1 mM IMP 存在下あるいは非存在下で測定した。
hT1R1-R307Tにおける EC50(L-Glu)＝0.7 ± 0.1 mMおよび EC50(L-Glu + IMP)＝0.008 ± 0.002 mM。
hT1R1-H308Eにおける EC50(L-Glu)＝0.7 ± 0.1 mMおよび EC50(L-Glu + IMP)＝0.8 ± 0.1 mM。 
mean ± SEM、n=5-7。 
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図 3-13 多重変異体のアミノ酸応答パターン 
HEK293T 細 胞 に hT1R1-A170E/A302D/M320T/K379G/hT1R3 (A) も し く は
mT1R1-N149S/H152R/E171A/V175E/D303A/T308R/T321M/Q329K/E378K/G380K/K436D/
E461K/mT1R3 (B) および rG15i2、mt-apo-clytin-IIを一過的に発現させ、各 50 mMアミノ酸
溶液添加時の発光強度変化を測定した。mean ± SEM、n=6。*p<0.05 vs. Buffer（one-way 
ANOVA followed by Dunnett’s test）。 
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Key residues for acidic amino acid recognition
human S148 R151 A170 E174 A302 D435
macaque T148 R151 G170 E174 A302 D435
baboon T148 R151 G170 E174 A302 D435
squirrel monkey N148 Q151 A170 T174 D302 D435
mouse N149 H152 E171 V175 D303 K436
Key residues for broadly tuning to amino acids
human R307 M320 K328 K377 K379 K460
macaque R307 M320 K328 K377 K379 K460
baboon R307 T320 K328 K377 K379 K460
squirrel monkey T307 T320 Q328 K377 T379 K460
mouse T308 T321 Q329 E378 G380 E461
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図 3-14 非ヒト霊長類 T1R1における 12個のアミノ酸残基とアミノ酸応答の比較 
(A)ヒトおよびマウス T1R1で同定したリガンド特異性の決定に重要な 12残基と、対応する非
ヒト霊長類 T1R1のアミノ酸残基。hT1R1と同一の残基を緑色、mT1R1と同一の残基を紫色
で示した。 
(B-F)ヒト(B)、マカク(C)、ヒヒ(D)、リスザル(E)、マウス(F)の L-Gluおよび L-Alaに対する濃
度応答曲線。変異体（macaqueT1R1-M320Tおよび hT1R1-A302D）の結果はそれぞれ C、E
に点線で示した。mean ± SEM、n=5。macaqueT1R1-M320T の EC50(L-Glu)＝3.3 ± 0.4 mM、baboon 
T1R1の EC50(L-Glu)＝1.8 ± 0.4 mM。 
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表 3-1  hT1R1-1点変異体の L-Glu に対する EC50値および Emax値の比較。
mean±SEM、n=5-7。*p<0.05; **p<0.01; and ***p<0.001 (one-way ANOVA 
followed by Dunnett’s test) 
 
 
 
 
  L-Glu 
  EC50 (mM) Emax (X10
4
 RLU (AUC)) 
hT1R1-WT 2.7 ± 0.4 11.2 ± 1.6 
R307T  0.7 ± 0.1*** 12.0 ± 1.3 
M320T 1.4 ± 0.1**  8.6 ± 1.0 
K328Q 1.3 ± 0.1** 10.8 ± 1.0 
K377E  0.9 ± 0.03** 11.9 ± 1.2 
K379G   0.2 ± 0.01***  9.6 ± 1.0 
K460E 1.2 ± 0.1** 10.7 ± 0.7 
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第４章 
 
テアニンの旨味受容機構の解明 
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４－１．序 
 
L-テアニン（5-N-ethylglutamine）は茶特有に含まれるアミノ酸であり(67)、
茶の味に重要な役割を果たしている。これまでに、ヒトの官能評価試験やマウ
スを用いた行動実験により、L-テアニンが旨味を有することが明らかになった
(68, 69)。L-テアニンが L-Glu誘導体であることや（図 4-1）、核酸との間で旨味
の相乗効果が認められることから、L-テアニンの旨味は旨味受容体 T1R1/T1R3
を介して受容されると推察された。しかし、実際に L-テアニンの T1R1/T1R3
活性化能を評価した報告はなかった。そこで、本研究では第２章で構築した旨
味評価系を用いて、L-テアニンの旨味受容メカニズムの解明を行った。 
 
４－２．材料と方法 
 
材料 
coelenterazineはPromega（Madison,WI）より、L-glutamic acid monosodium 
saltは Nacalai Tesque（Kyoto, Japan）より、L-alanineは Kanto Chemical
（Tokyo, Japan）より、IMPは Sigma（MO, USA）より、L-テアニンは Taiyo 
chemical（Mie, Japan）より購入した。アッセイバッファーは 10 mM HEPES、
130 mM NaCl、10 mM glucose、5 mM KCl、2 mM CaCl2および 1.2 mM MgCl2
で作製し、NaOHを用いて pH 7.4に調整後、0.1% BSA（Sigma Aldrich）を
添加して作製した。それぞれのサンプルはアッセイバッファーに希釈し、必要
に応じて NaOHまたは HClを用いて pH を 7.4に調整した。 
 
各種（ヒト、マウス）味覚受容体および点変異体発現用プラスミドの作製 
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hT1R1 (NCBI RefSeq number NM_138697.3)、hT1R3 (NM_152228.1)、
mT1R1 (NM_031867.2)、mT1R3 (NM_031872.2)、hT1R1およびmT1R1点変
異体はコード領域を PCR法により overlapping primerを用いて増幅し、5’末端
に Kozak 配列を付加して、哺乳類細胞用発現ベクターpEAK10（Edge 
Biosystems, Gaithersburg, MD）の Asc I-Not Iサイトにサブクローニングした。
リガンド結合部位を同定するために下記の 4 つの 1 点変異体を用いた : 
hT1R1-S172A、hT1R1-E301A、mT1R1-S173AおよびmT1R1-E302A。 
 
細胞培養および遺伝子導入 
HEK293T細胞は 10% FBS（Invitrogen）を含む高グルコース濃度（4.5 g/L）
DMEMを用いて、37℃、5% CO2存在下で培養した。 
 
発光検出法（旨味評価系） 
HEK293T細胞にLipofectamine 2000 reagent（Invitrogen）を用いてT1R1、
T1R3、rG15i2、mt-apo-clytin-II発現プラスミドを導入し、37℃、5% CO2存
在下で一晩培養した。培養液には GlutaMAX（Invitrogen）および 10% FBS
（Invitrogen）を含む低グルコース濃度（1.0 g/L）DMEM（Sigma Aldrich）
を用いた。遺伝子導入から 48時間後に細胞を測定用 96穴プレート（96-well 
black-walled CellBIND surface plate）へ撒き、37℃、5% CO2存在下で培養し
た。その後は、第２章に記載の方法と同様の方法でサンプル添加時の発光強度
変化の検出を行った。統計解析には解析ソフト Ky Plot version 3.0.を用いた。 
 
Homology Modeling 
hT1R1のホモロジーモデルは鋳型に open formのmGluR1（PDB ID: 1EWT） 
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を用いてMOE（Chemical Computing Group Inc.）により作製した。モデルの
可視化には Discovery Studio Visualizer（Accelrys）を用いた。 
 
４－３．結果 
 
４－３－１．L-テアニンの T1R1/T1R3活性化能の評価 
L-テアニンの T1R1/T1R3 活性化能を評価するために、hT1R1/hT1R3もしく
はmT1R1/mT1R3を発現させたHEK293T細胞へ L-テアニンを投与した際の発
光値の変化を検出した。その結果、L-テアニンの添加により、hT1R1/hT1R3お
よびmT1R1/mT1R3発現細胞で、L-テアニン濃度依存的な応答値の上昇が認め
られた（図 4-2）。更に、L-テアニンと IMPを同時に添加すると L-テアニン単独
もしくは IMP単独を添加した場合に比べ有意に発光値が上昇した。以上の結果
から、L-テアニンが旨味受容体 T1R1/T1R3 の活性化能を有すること、および、
IMPと相乗的に T1R1/T1R3 を活性化することが明らかになった。 
 
４－３－２．L-テアニンの結合部位の同定 
T1R1/T1R3の 1点変異体を用いて L-テアニンが既知のアミノ酸結合部位で受
容されるのかを検証した。変異体には、第３章で用いたのと同様（図 3-11）、T1R1
のオルソステリック部位の Ala 変異体（hT1R1-S172A、hT1R1-E301A、
mT1R1-S173A および mT1R1-E302A）を用いた（図 4-3A）。その結果、
hT1R1-S172A、hT1R1-E301A、mT1R1-S173A、mT1R1-E302Aの 4つの変異
体すべてでWTと比較して L-テアニン活性の低下が認められた（図 4-3, B-E）。
よって、L-テアニンは T1R1 の VFTD に存在する既知のアミノ酸結合部位で受
容されると考えられた。 
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４－４．考察 
 
ヒトおよびマウスを用いた先行研究により、L-テアニンが旨味を含む複雑な呈
味を有すること、L-テアニンと IMP の間で旨味の相乗効果が認められることが
明らかになっていた(68, 69)。しかし、その味の受容メカニズムは明らかになっ
ていなかった。そこで本章では、第２章にて構築した高感度旨味評価系を用い
て、L-テアニンの T1R1/T1R3 活性化能の評価を行った。その結果、L-テアニン
が T1R1/T1R3 活性化能を有することが明らかとなり、更に、IMP との同時添
加により旨味受容体が相乗的に活性化されることも明らかになった（図 4-2）。
このことから、ヒトの官能評価やマウスの行動実験で認められた L-テアニンの
旨味感覚が T1R1/T1R3 を介していることが明らかとなった。 
 先行研究において、ヒトの L-テアニンの検知閾値は約 25 mMだった(68)。本
研究においても、L-テアニンの hT1R1/hT1R3活性化能の閾値は約 30 mMであ
り（図 4-2Aおよび 4-3D）、ヒトの官能閾値と良く一致していた。また、先行研
究において、L-テアニンと IMP の相乗効果はヒトよりもマウスで顕著な効果が
認められていたが(68, 69)、この in vivoの結果と一致して、hT1R1/hT1R3 より
も mT1R1/mT1R3 の方が IMP 添加時の L-テアニン応答の増強効果が大きかっ
た（図 4-2）。 
 Class C GPCRは複数のリガンド結合部位を有することが知られており(70)、
T1R1/T1R3においてもVFTDおよびTMDに複数のリガンド結合部位が存在す
ることが明らかになっている。先行研究により、T1R1-VFTDの蝶番部分におけ
る Ala 変異体（hT1R1-S172A および hT1R1-E301A）で酸性アミノ酸、L-Ala
および L-Ser活性が低下することが明らかになり(31)（図 3-11）、様々なアミノ
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酸がこの蝶番部分に結合し受容されると考えられた。そこで、hT1R1-S172Aお
よび hT1R1-E301A の L-テアニン応答を測定したところ、これらの変異体では
L-テアニン活性も低下することが明らかになった（図 4-3, B および D）。また、
これら 2 つの変異体に対応する mT1R1 変異体（mT1R1-S173A および
mT1R1-E302A）においても同様に L-テアニン活性の低下が認められた（図 4-3, 
Cおよび E）。以上の結果から、L-テアニンも T1R1-VFTDに存在する既知の L-
アミノ酸結合部位で受容されることが明らかになった。 
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図 4-1 L-Gluおよび L-テアニンの構造式 
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図 4-2 L-テアニンの旨味受容体活性化能の評価 
HEK293T 細 胞 に hT1R1/hT1R3(A) も し く は mT1R1/mT1R3(B) お よ び rG15i2 、
mt-apo-clytin-IIを一過的に発現させ、各濃度の L-テアニンもしくは L-Glu添加時の発光強度変
化を 1 mM IMP存在下あるいは非存在下で測定した。mean±SEM、n＝4、*p<0.05, **p<0.01, 
***p<0.001（Student’s t-test）。 
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S172
E301
図 4-3 L-テアニン結合部位の同定 
(A)hT1R1-VFTDの分子モデル。変異を導入した残基を赤色（S172）もしくは青色（E301）で
示した。 
(B, C)HEK293T細胞に野生型もしくは 1点変異体 hT1R1/hT1R3(B)またはmT1R1/mT1R3(C)
および rG15i2、mt-apo-clytin-IIを発現させ、100 mM L-テアニン、30 mM L-Gluもしくは 30 
mM L-Ala添加時の発光強度変化を検出した。 
(D, E) 野生型もしくは 1点変異体 hT1R1/hT1R3(D)またはmT1R1/mT1R3(E)発現細胞の L-テ
アニンに対する濃度応答曲線。 
mean±SEM、n＝4-6、*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001（Dunnett’s t-test）。 
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第５章 
 
総合討論と今後の展望 
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５－１．発光検出法を用いた味覚評価系 
 
 本研究では、味覚受容体を用いた客観的味評価系に発光検出法を導入するこ
とに成功した。これまでに、第２章で示した甘味受容体、旨味受容体の評価系
に加え、複数の苦味受容体や辛味受容体 TRPV1の評価系においても発光検出法
の利用が可能なことを確認している。発光検出系は蛍光を有するサンプルの測
定にも利用可能なことから、評価可能なサンプルの幅が広がり、新しい味覚修
飾物質の発見や味覚修飾メカニズムの解明の一助になることが期待される。 
特に、今回、高感度かつハイスループットな旨味評価系の開発に成功したこ
との意義は大きい。甘味物質としては様々な天然物・人工物が知られ、産業に
も利用されてきた一方で、旨味受容体の活性化剤は天然物では L-アミノ酸およ
び核酸、人工物では S807ぐらいしか知られているものがない(31)。本研究で開
発した旨味評価系が、新たな旨味修飾物質の発見に貢献することを期待したい。 
 
５－２．T1R1/T1R3のリガンド特異性の決定に関する法則 
 
 第３章で提唱した T1R1/T1R3 のリガンド特異性の決定に関する法則はヒト
とマウスのみならず、3種の非ヒト霊長類の受容体でも適応可能であることが確
かめられた。このことは、様々な動物の T1R1について、キーとなる 12のアミ
ノ酸残基を確認するだけでアミノ酸応答パターンの大まかな予測が可能である
ことを示唆している。つまり、既にゲノムデータベース上に遺伝子配列が登録
されている動物種についてはその配列情報を確認するだけで、嗜好性のアミノ
酸を予測することが可能である。ネコやイヌなどの愛玩動物、もしくはブタ、
ウシ、ウマなどの家畜の T1R1/T1R3のアミノ酸応答パターンの予測は、ペット
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フードや飼料開発など産業への貢献も期待できる。 
 
５－３．T1R1/T1R3の機能解明の意義と発光検出系の貢献 
 
味覚受容体の機能と食性には深い関わりがある。我々は既に発光検出系の利
用により、鳥類の一種であるハチドリの T1R1/T1R3 が食性に見合う新しい機能
を獲得したことを明らかにした(71)。鳥類の食物は穀物、小動物、昆虫など多様
性に富んでいる。その中で、ハチドリは花の蜜を主食にすることで知られる。
ハチドリには、現在 300以上の種が確認されているが、この種の繁栄には花蜜
食という他の鳥類とは別の食性を獲得したことが貢献したと考えられている
(72)。しかし、ニワトリ、シチメンチョウ、ゼブラフィンチのゲノム解析により、
これらの鳥類が甘味受容体の構成因子T1R2をコードするTas1r2遺伝子を欠失
していることが明らかになり(73)、鳥類は甘味を感じることができないと考えら
れてきた。そのため、甘味受容体がないはずのハチドリがどうやって花蜜の味
を感知しているのかは謎だった。そこで、我々は鳥類における Tas1r遺伝子の
探索と味覚受容体の機能解析を行い、ハチドリの糖の受容機構の解明に取り組
んだ。その結果、穀物食のニワトリや、昆虫食のアマツバメの T1R1/T1R3 がア
ミノ酸に応答する一方で、ハチドリにおいては T1R1/T1R3が sucroseなどの甘
味物質の受容能を獲得していることを明らかにした（図 5-1）。更に、ハチドリ
とニワトリのキメラ T1R1/T1R3 の機能解析を行うことで、ハチドリ
T1R1/T1R3は T1R1と T1R3両方に広がる複数の変異の末、祖先が失った糖を
感知する能力を再び獲得したことが明らかになった。この発見は、まさに発光
検出系による高感度かつハイスループットな T1R1/T1R3の機能解析技術がな
ければ成し得ないものだった。 
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哺乳類においても食性と味覚受容体レパートリーとの相関が認められている。
例えば、ネコ、アシカ、オットセイ、ハイエナ、カワウソなどの肉食動物は Tas1r2
遺伝子が偽遺伝子化しており、実際にネコやオットセイでは甘味物質に対する
嗜好性を失っていることが行動実験からも確認されている(74)。また、肉食から
竹食へ転向したジャイアントパンダでは旨味受容体の構成因子 T1R1をコード
する Tas1r1遺伝子の偽遺伝子化が知られている(75)。これらは生存に必要で無
くなった T1Rの退化の例だと考えられており、哺乳動物の食行動の決定におい
ても T1Rが重要な役割を果たしていることを示唆している。ヒトの食行動に照
らし合わせてみても、世界中で醤油やトマト、チーズなどの L-Gluを豊富に含
む食材を調理に用いてきたことと(76)、ヒトが酸性アミノ酸特化型の
T1R1/T1R3を有していることには関わりがあるのではないかと想像される。 
更に、近年では口腔内以外に発現する味覚受容体の機能にも注目が集められ
ている(65)。T1R1/T1R3の味覚受容以外の機能は未だ明確になっていないが、
果たしてリガンドの変化がもたらす影響が味感覚の変化のみに留まるのか、そ
の他の重要な生理作用の違いを引き起こしているのかについては興味深い。も
し T1R1/T1R3が、単なるタンパク源を感知するためのセンサーなのであれば、
マウス T1R1/T1R3 のように幅広いアミノ酸を認識できる受容体の方が優位の
ように思われる。なぜ、ヒトの受容体は必須アミノ酸でもない酸性アミノ酸に
特化した受容能を有するのだろうか。T1R1/T1R3 の受容するアミノ酸の種類に
は、霊長類間でも多様性があることが今回、明らかになった（図 3-14）。いつか
ら、どうして、酸性アミノ酸特化型の T1R1/T1R3 を有する霊長類が出現したの
か。今後、発光検出系を用いて様々な動物種の T1R1/T1R3のリガンドの変化と
生態について包括的な視点で調べていくことで、このような問いに対する解決
の糸口が見つかるのではないかと考えている。発光検出系の利用により、旨味
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受容体の知られざる機能が解明されることに期待したい。 
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図 5-1 鳥類 T1R1/T1R3の応答の比較 
左から、ニワトリ、アマツバメ、ハチドリ T1R1/T1R3の応答パターン。HEK293T細胞に各種
T1R1/T1R3 および mG15、mt-apo-clytin-II を一過的に発現させ、100 mM リガンド溶液
（aspartameのみ 15 mM）添加時の発光強度変化を検出した。mean±SEM、n=6。*, p<0.05
（Welch's t-tests and followed by the Holm adjustment for multiple comparisons (α=0.05)）。
Baldwin et al., Science, 2014 (71)より抜粋。 
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